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RESUMO

As plantas medicinais correspondem as mais antigas estratégias empregadas pelo homem no
tratamento de enfermidades de todos os tipos. Devido & grande diversidade vegetal com
potencial terapéutico, ao histérico e a cultura do povo brasileiro, plantas com potencial
antioxidante, antidiabético, antimicrobiano e leishmanicida tém sido alvo de estudo por uma
gama de pesquisadores. Com base nessas informacdes, a espécie vegetal Eugenia florida DC.
é uma candidata promissora para tais estudos. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivos identificar e/ou determinar 0s compostos quimicos presentes no extrato
hidroetandlico 70% (v/v) e nos macerados em metanol, acetato de etila, acetona e hexano das
folhas da espécie em questdo, bem como a avaliacdo das atividades antirradicalar,
antimicrobiana, leishmanicida e antidiabética destes extratos. Inicialmente, fez-se uma
triagem fitoquimica preliminar, por meio de cromatografia em camada delgada nos extratos
secos, que permitiram a deteccdo de compostos como flavonoides, taninos, acidos fendlicos,
saponinas e triterpenos. Posteriormente, os extratos foram analisados em espectrémetro de
massas, no modo negativo, o que possibilitou a identificacdo de alguns constituintes quimicos
da classe dos fendis, dos terpenoides e das saponinas, baseando-se na massa molecular e nos
padrées de fragmentacdo de algumas das moléculas. As analises quimicas quantitativas
demonstraram que os extratos hidroetandlico (EB) e o macerado em acetato de etila (M-
EtOAc) foram os que apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos, enquanto que
EB e o macerado em metanol (M-MeOH) foram os que demonstraram conter a maior
quantidade de flavonoides e taninos. Na determinacdo da atividade antirradicalar, o valor de
CEsp para EB apresentou-se bem préximo ao obtido com o padrdo de quercetina, indicando
uma excelente atividade. Os macerados apresentaram atividade antirradicalar bem menor. Nas
analises de atividade antimicrobiana, o M-MeOH foi 0 que se mostrou mais ativo contra as
leveduras testadas, mas todos eles foram pouco efetivos para as bactérias usadas. Nenhum dos
extratos foi efetivo para inibir o crescimento das formas promastigotas de Leishmania
amazonensis utilizadas no teste. Na avaliacdo dos parametros bioquimicos de ratos diabéticos
tratados com EB, observaram-se diminui¢cfes significativas nos niveis séricos de glicose,
frutosamina e triglicerideos, bem como o aumento dos niveis de colesterol HDL. A
administracdo do EB ndo apresentou efeitos sobre a funcado renal, na atividade de AST e ALT
e nos demais parametros do perfil lipidico. Porém, ocorreu melhora nos danos hepéticos e
renais nos animais diabéticos tratados, através da reducdo do malondialdeido (MDA). Dessa
forma, concluiu-se que a espécie E. florida DC. apresenta um potencial bioldgico interessante,
devido, principalmente, aos seus metabodlitos secundarios bioativos, que demonstraram
promissora atividade sobre os parametros bioquimicos em modelos de ratos diabéticos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Eugenia florida DC. Constituintes quimicos. Compostos
fenolicos. Flavonoides. Taninos. Potencial biologico.



ABSTRACT

The medicinal plants correspond to the earliest strategies employed by man in the treatment of
diseases of all types. Due to the great plant diversity with therapeutic potential, the history and
culture of the Brazilian people, plants with potential antioxidant, antidiabetic, antimicrobial
and leishmanicidal have been the study by a range of researchers. Based on this information,
the plant species Eugenia florida DC. is a promising candidate for such studies. Thus, this
study aimed to identify and/or determine the chemical compounds present in hydroethanolic
extract 70% (v/v) and macerated in methanol, ethyl acetate, acetone and hexane of species
leaves in question, and evaluating the antiradical, antimicrobial, antidiabetic and
leishmanicidal activities. Initially, there was a preliminary phytochemical screening by means
of thin layer chromatography in dry extracts, which allowed the detection of compounds such
as flavonoids, tannins, phenolic acids, terpenoids and saponins. Subsequently, the extracts
were analyzed in a mass spectrometer in negative mode, which allowed the identification of
some chemical constituents of phenolics, terpenoids and saponins, based on the molecular
weight and fragmentation mechanisms of some of the molecules. Quantitative chemical
analysis showed that hydroethanolic extracts (EB) and macerated in ethyl acetate (M-EtOAc)
were those with the highest levels of phenolic compounds, while EB and macerated in
methanol (M-MeOH) were the demonstrated that contain the greater amount of flavonoids
and tannins. In determining the antiradical activity, the ECso value for EB presented very
close to that obtained with standard quercetin, indicating an excellent activity. The macerated
showed much lower antiradical activity. In the analysis of antimicrobial activity, the M-
MeOH was more active against the yeast tested, but they were ineffective for bacteria used.
None of the extracts was effective to inhibit the growth of promastigotes of Leishmania
amazonensis used in the test. In evaluating the biochemical parameters of diabetic rats treated
with EB, there were significant decreases in serum glucose, fructosamine and triglyceride
levels and increasing HDL cholesterol levels. EB's administration has had no effect on renal
function, in AST and ALT activity and other parameters of lipid profile. However, there was
an upgrade in liver and kidney damage in diabetic animals treated through reduction of
malondialdehyde (MDA). Thus, it was concluded that the species E. florida DC. presents an
interesting biological potential, mainly due to its bioactive secondary metabolites, which have
demonstrated promising activity on biochemical parameters in models of diabetic rats.

Keywords: Medicinal plants. Eugenia florida DC. Chemical constituents. Phenolic
compounds. Flavonoids. Tannins. Biological potential.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia € vista como opcdo na busca de solucBes terapéuticas, utilizada
principalmente pela populagdo de baixa renda, pois se trata de uma alternativa eficiente,
barata e culturalmente difundida (FRANZON et al., 2009).

O Bioma do Cerrado abrange a Regido Central do pais, de grande concentracdo
populacional, apresentando uma grande demanda de plantas medicinais, passiveis de serem
exploradas cientificamente (ZUCCHI et al., 2013).

Devido a grande diversidade vegetal com potencial terapéutico, ao historico e a cultura
do povo brasileiro, plantas com potencial antidiabético, antimicrobiano e leishmanicida tém
sido alvo de estudo por uma gama de pesquisadores (FOULADVAND; BARAZESH;
TAHMASEBI, 2013).

A terapia medicamentosa no diabetes mostra efeito positivo, porém o custo elevado e
os efeitos colaterais de diversas drogas tém despertado o interesse de pesquisadores em
conhecer os efeitos de substdncias naturais na reducdo dos niveis de glicose sanguinea
(BALIGA et al., 2011).

Antimicrobianos tém sido usados para o tratamento de enfermidades causadas por
bactérias e fungos, contribuindo para a reducdo da mortalidade. Porém, atualmente, é
verificado que os pacientes apresentam resisténcia ao tratamento com drogas antimicrobianas
comerciais, 0 que tem levado pesquisadores a investigarem o uso de produtos naturais no
tratamento dessas infec¢des (KOCEVSKI et al., 2013).

O tratamento atual da leishmaniose tem sido baseado em quimioterapicos derivados do
antiménio. Entretanto, varios estudos demonstram que tais compostos apresentam resultados
insatisfatérios. Desta forma, recentemente, pesquisadores tém investigado a aplicacdo de
produtos naturais e seus efeitos, tanto in vivo quanto in vitro, na cura da leishmaniose
(KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2013).

Apesar da grande quantidade de informacGes na literatura sobre o uso popular de
plantas no tratamento de doencas, algumas delas ainda sdo pouco estudadas cientificamente, o
que reflete um maior interesse em realizar ensaios quimicos e de atividade bioldgica com as
mesmas. Com base nessas informacdes, a espécie vegetal Eugenia florida DC. (Myrtaceae), ja
usada popularmente como planta medicinal, € uma candidata promissora para tais estudos
(FRIGHETTO et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo literaria denotou aspectos cientificos importantes sobre plantas medicinais,

com destaque para a familia Myrtaceae e para a espécie Eugenia florida DC.

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E A IMPORTANCIA DA FITOTERAPIA

Por definicdo, planta medicinal é todo vegetal que contém, em um ou varios de seus
Orgdos, principios ativos que podem ser empregados para objetivos terapéuticos ou
precursores de substancias utilizadas para tais fins, sendo amplamente aplicadas pela
medicina alternativa (OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012).

O tratamento feito com o uso desses recursos naturais € denominado de fitoterapia e 0s
fitoterapicos sdo os medicamentos produzidos a partir dos mesmos. Sendo assim, a fitoterapia
¢ caracterizada pelo tratamento com o uso de plantas medicinais e suas diferentes formas
farmacéuticas (SIMOES et al., 2010). Além disso, as moléculas isoladas dessas plantas
também podem servir como prot6tipos para sintese de novas substancias por meio da quimica
medicinal e sintética (GEMIN, 2011).

As plantas medicinais correspondem as mais antigas estratégias empregadas pelo
homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos, ou seja, a sua utilizacdo na
prevencdo e/ou na cura de doencas é um habito que sempre existiu na historia da humanidade
(CHAVES; BARROS, 2012). Indicios de seus usos foram encontrados nas civilizagfes mais
antigas da historia, e, por isso, o tratamento com plantas pode ser considerado uma das
praticas mais remotas utilizadas pelo homem (MADDULURI; SITARAM;
BALASEKHARAN, 2014).

Os primeiros registros do uso de plantas como medicamentos datam de 2600 a.C., na
Mesopotamia, onde determinadas espécies como Glycyrrhiza glabra (alcaguz) e Papaver
somniferum (papoula), usadas até hoje, eram empregados para tratamento de tosse, resfriados
e infecgOes parasitarias (PALHARES et al., 2015). Antes do inicio do século XX, o uso dos
produtos naturais se limitava principalmente ao uso de extratos e preparados a partir de
plantas, baseado na observacao do efeito causado pela sua administragdo. Pouco se conhecia a
respeito da quimica de plantas medicinais (AJAO; AKINDELE, 2013).
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Apesar do grande avanco e evolucdo da medicina, principalmente a partir da segunda
metade do século XX, as plantas ainda representam uma grande contribuicdo para a
manutencdo da salude e do alivio das enfermidades dos paises em desenvolvimento
(OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010). Dentre os principais motivos, encontram-se
as condigdes de pobreza da populacdo e a falta de acesso aos medicamentos comerciais,
associados a facil obtencdo e tradicdo do uso popular de plantas com fins medicinais
(SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012).

Por conta destes fatores, a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) estima que
aproximadamente 80% da populagdo mundial usam recursos das medicinais populares para o
suprimento das necessidades de assisténcia médica privada (ALMEIDA; ALVES; AMARAL,
2012). Nas ultimas décadas, tem-se observado um crescente interesse pelo uso de plantas
medicinais e dos seus respectivos extratos na terapéutica, o que constitui, em certas
circunstancias, auxilio nos cuidados priméarios de salde compativeis com a medicina
convencional (FIRMO et al., 2011).

No Brasil, a pratica do uso de fitoterapicos e plantas medicinais é estimulada por
diversos movimentos populares, diretrizes de conferéncias nacionais de saude e por
recomendacgdes da OMS (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014). A publicacdo da
Portaria 971, de 03/05/2006 (BRASIL, 2006), e o decreto n° 5.813, de 22/06/2006 (BRASIL,
2006), que regulamentam a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares e a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, respectivamente, foram marcos
decisivos para a introducdo do uso desses recursos no Sistema Unico de Sadde (BRUNING,
MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Segundo Oliveira e Menini Neto (2012), o estudo de plantas medicinais, a partir de seu
emprego pelas comunidades, tem o intuito de fornecer informacdes Uteis para a elaboracao de
estudos farmacologicos e fitoquimicos sobre as espécies vegetais. Desta forma, pode-se
planejar diversas pesquisas a partir de conhecimentos prévios.

Assim, para que haja a validagéo correta, de modo a verificar a eficiéncia e seguranca
das plantas medicinais, hd a necessidade da divulgacdo de documentacbes técnicas e
cientificas em bibliografias ou publica¢cdes, bem como a realizagdo de ensaios pré-clinicos e
clinicos (BRASIL, 2012).

Com isso, pode-se afirmar que o uso da fitoterapia tem motivacdes diversas, tais como
aumentar 0s recursos terapéuticos, resgatar saberes populares, preservar a biodiversidade,
promover o desenvolvimento social e fomentar a educacdo permanente (ANTONIO;
TESSER; MORETTI-PIRES, 2013).
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2.2 UMA VISAO GERAL SOBRE O METABOLISMO SECUNDARIO

Os produtos da sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies
vegetais sdo denominados de metabdlitos primérios, que incluem macromoléculas como
lipidios, carboidratos, acidos nucleicos e proteinas com funcdes vitais bem definidas. Através
de uma gama de rotas biossintéticas, esses produtos originam um segundo grupo de
compostos quimicos conhecidos como metabdlitos secundarios (SIMOES et al., 2010).

O metabolismo especial de plantas superiores produz compostos de estrutura
complexa, baixo peso molecular e que apresentam atividades bioldgicas definidas que, em
contraposicdo aos produtos do metabolismo primario, sdo encontrados em concentracdes
relativamente baixas e em grupos restritos de plantas. A utilizacdo de rotas biossintéticas
elaboradas pelo vegetal, na sintese de metabdlitos secundarios, requer grande gasto de
energia, 0 que explica a hipdtese de que essa energia é consumida para a produgdo de
compostos necessarios a sobrevivéncia e preservacdo da planta (TOSCAN, 2010).

Segundo Bakkali e colaboradores (2008), os produtos advindos do metabolismo
secundario em plantas atuam ndo apenas na defesa do vegetal contra insetos predadores,
fungos, bactérias e nematoides, mas também na atracdo de agentes polinizadores e como
sinalizadores quimicos na intercomunicagdo planta-planta. Todas essas caracteristicas estdo
intimamente relacionadas com os aspectos quimicos das moléculas desses compostos.

Os compostos do metabolismo especial sdo originarios, principalmente, de trés rotas
metabdlicas derivadas da glicose, que sdo a rota do acido chiquimico, a rota do acetato e a
rota mista, que envolve os dois compostos citados anteriormente. A rota do acido chiquimico
da origem aos protoalcaloides, alcaloides derivados de aminoacidos aromaticos, taninos
hidrolisaveis, cumarinas e fenilpropanoides. O acetato é precursor da formacéo de alcaloides
derivados de aminoacidos alifaticos e esteroidais, terpenoides, esteroides, Oleos essenciais,
saponinas, heterosideos cardioativos, acidos graxos e triacilglicerois. A rota mista d& origem
as antraquinonas, flavonoides e taninos condensados (ROWAN, 2011).

Como os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas
e 0 ambiente circundante, a sintese é frequentemente afetada por condi¢bes ambientais, que
podem coordenar ou alterar a taxa de producdo. Algumas dessas condi¢des apresentam
correlagdes entre si e ndo atuam de forma isolada, podendo interferir em conjunto. Exemplos
incluem: desenvolvimento, sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e altitude, dentre

outros. E importante ressaltar, também, que os estudos de influéncia destes fatores na
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producdo de metabdlitos secundarios geralmente sdo limitados a grupos restritos de espécies
vegetais e devem ser realizados com cautela (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo conhecidos, cientificamente, por apresentarem
atividades biologicas diversas, atuando de forma direta no organismo ou sobre
microrganismos patogénicos. Normalmente, estes efeitos estdo associados a inibigdo ou
ativacdo de importantes alvos celulares e moleculares, como mediadores inflamatorios,
segundos mensageiros, fatores de transcricdo, moléculas, canais ibnicos e enzimas
(CALIXTO, 2005). Diversos trabalhos de atividade biologica descritos na literatura, com 0s
mais variados tipos de compostos encontrados em plantas, ja foram descritos. Alguns
exemplos sdo citados a seguir.

Sanchez-Tena e colaboradores (2012) estudaram a influéncia do hamamelitanino
(Quadro 1, nimero 1), extraido do hamamélis, Hamamelis virginiana (Hamameliadaceae), na
atividade citotdxica contra células cancerigenas do célon. Tal estudo verificou que esse
composto pode ser utilizado no tratamento da doenga sem comprometer a viabilidade celular,
devido a presenca de hidroxilas fendlicas altamente reativas e que estdo intimamente
relacionadas com a atividade.

Ardiles e colaboradores (2012) isolaram um triterpenoide pentaciclico, o &cido
friedooleanonoico (Quadro 1, n. 2), da casca da raiz de Celastrus vulcanicola (Celastraceae),
uma planta trepadeira da regido caribenha. Tais pesquisadores verificaram os efeitos do
composto na sinalizacdo em cascata mediada pela insulina, utilizando, como modelo
bioldgico, hepatdcitos humanos HuH7, altamente sensiveis a estimulacdo do horménio. O
composto isolado mostrou um efeito muito potente na acdo da insulina sobre a fosforilagéo do
receptor IR, etapa essencial para que ocorra a metabolizacdo da glicose. Com isso, 0
triterpenoide poderia ser usado como protdtipo para a elaboracdo de farmacos usados no
tratamento do diabetes.

Silva e colaboradores (2013) verificaram que a epiisopiloturina (Quadro 1, n. 3), um
alcaloide imidazdlico isolado do jaborandi, Pilocarpus microphyllus (Rutaceae), apresenta
uma possivel atividade antinociceptiva em camundongos da linhagem Swiss, por interacdo
com receptores opiaceos, atuando central e perifericamente na reducdo da dor. Além disso, 0s
autores verificaram a atividade desta molécula na diminui¢do do edema de pata induzido por
carragenina.

Fan e colaboradores (2013) isolaram um derivado do &cido quinico, um O-
cafeoilquinato (Quadro 1, n. 4), das raizes e dos galhos de Erycibe obtusifolia

(Convolvulaceae), uma planta chinesa popularmente conhecida como “gongo”. Os
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pesquisadores verificaram a sua atividade antiviral contra o virus sincicial respiratorio (RSV),
através de analises do efeito citopatico sobre os virus em cultura. Tal composto apresentou
uma forte atividade antiviral, em todas as concentragdes testadas (1,5-50 pug/mL).

Sepahvand e colaboradores (2014) verificaram que os componentes do dleo essencial
extraido das partes aéreas da salvia, Salvia sclareoides (Lamiaceae), como o linalol,
carvacrol, espatulenol e agatadiol, exibiram forte atividade antimicrobiana sobre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas patdgenas e deteriorantes de alimentos (Quadro 1, n. 5-8).
Tal efeito foi observado em relagdo aos baixos valores obtidos de concentragdo inibitoria
minima (ICsp) e a elevada reducdo da viabilidade microbiana em baixas concentragdes do
oleo.

Estudos realizados por Xie e colaboradores (2015) mostraram que o flavonoide
kaempferol (Quadro 1, n. 9), extraido das folhas de Cyclocarya paliurus, popularmente
chamada pelos chineses de “arvore do cha doce”, mostrou uma excelente atividade
antirradicalar in vitro, com concentracao inibitéria minima (ICsy) de 0,146 mg/mL, o que
demonstra seus efeitos benéficos no controle do estresse oxidativo.

Stankov-Jovanovi¢ e colaboradores (2015) relataram que plantas do género Seseli sp
apresentam metabdlitos da classe das cumarinas, como a angelicina (Quadro 1, n. 10), e suas
aplicacdes farmacéuticas sdo variadas, incluindo as atividades antimicrobiana e citotoxica e a
acdo inibitdria sobre as enzimas acetilcolinesterase e monoamino-oxidase.

Vieira Janior e colaboradores (2015) isolaram uma saponina esteroidal,
solanolactosideo B (Quadro 1, n. 11), das partes aéreas (folhas e galhos) da jurubeba
(Solanum paniculatum) e verificaram que este composto apresenta atividade antiulcerogénica
em ratos Wistar induzidos com etanol, oferecendo um potencial promissor como possivel

farmaco.



23

Quadro 1 — Estruturas de alguns compostos naturais bioativos isolados de plantas.

(continua)
NUmero Estrutura Nome trivial Referer]c!a
bibliogréafica
HO
OH
o OH
\
e} .
HO... o SANCHEZ-
1 ' Hamamelitanino TENA et al.,
HO o oH 2012.
OH
\o
HO
HO
COOH
5 Acido ARDILES et al.,
friedooleanonoico 2012.
N:\
OH :&N\cm
3 Epiisopiloturina SILVAetal,
p1sop 2013.
4 O-cafeoilquinato FAN et al., 2013.
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(continuacao)

NUmero Estrutura Nome trivial Referer]c!a
bibliogréafica
CH, CH,
. SEPAHVAND et
5 HCP P Linalol al., 2014.
CHj,
HO
HO
CHs Carvacrol SEPAHVAND et
H.C al., 2014.
6 3
CHg
HZC\:\
SEPAHVAND et
, CH3 Espatulenol al.. 2014.
OH
. SEPAHVAND et
; Agatadiol al. 2014,
9 Kaempferol XIE et al., 2015.
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(continuacao)

NUmero Estrutura Nome trivial Referer]c!a
bibliogréafica
STANKOV-
10 Angelicina JOVANOVIC et
al., 2015.
: ] VIEIRA JUNIOR
11 Solanolactosideo B etal. 2015.
0
OWOH
o)
Quinina MAGINA, 2008.
12
Morfina MAGINA, 2008.
13
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(conclusdo)

Namero Estrutura Nome trivial Referer]c!a
bibliogréafica
OH
HO o
HO
14 OH o Salicilina MAGINA, 2008.
o)
SoH
(@) OH
N
¢ CH, Acido
acetilsalicilico MAGINA, 2008.
15 |
(@]

Fonte: Do autor.

Diversos pesquisadores tém concentrado sua atencdo sobre os componentes bioativos
de plantas e avaliado experimentalmente a sua acdo benéfica no tratamento e prevencao de
doencas humanas, com o objetivo de demonstrar cientificamente a sua eficécia real. Contudo,
0s estudos in vivo em animais devem ser preferidos aos in vitro, uma vez que o efeito de um
determinado composto em células e tecidos humanos medidos in vitro pode nao representar
uma verdadeira avaliagéo do efeito in vivo (GIORDANI et al., 2011).

Os metabdlitos secundérios produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no
desenvolvimento de farmacos e da quimica sintética moderna. Eventos como o isolamento do
principio ativo anti-malarico, a quinina, das cascas do caule de espécies de cinchona
(Cinchona officinalis), reportado em 1820 por farmacéuticos franceses, o isolamento da
morfina do épio produzido nas flores de papoula (Papaver somniferum) e da salicilina e acido
salicilico das cascas do salgueiro (Salix alba) (Quadro 1, n. 12-15) contribuiram para o
desenvolvimento da fitoquimica, quimica medicinal e farmacologia. Assim, muitos destes
compostos sdo de importancia na area farmacéutica, pois representam uma fonte promissora
para a descoberta de novas moléculas Gteis a0 homem (MAGINA, 2008; SIMOES et al.,
2010).
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2.3 AFAMILIA MYRTACEAE E O GENERO Eugenia sp

A revisdo literdria a seguir denotou aspectos botanicos, fitoquimicos, bioldgicos e
farmacoldgicos das espécies pertencentes a familia Myrtaceae, com destaque para o género
Eugenia sp e para a espécie Eugenia florida DC.

2.3.1 Aspectos boténicos

Dentre as plantas que apresentam propriedades bioldgicas relevantes, destacam-se as
pertencentes a familia Myrtaceae, especificamente aquelas que estdo incluidas no género
Eugenia sp (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006).

A familia Myrtaceae encontra-se representada no Brasil por cerca de 23 géneros e mil
espécies, sendo que aproximadamente um terco pertence ao género Eugenia sp. De ampla
distribuicdo, ocorre desde o México até a Argentina, com nimero ainda desconhecido de
espécies que apresenta (NAKAMURA et al., 2010). E considerado de grande importancia
ecoldgica na Mata Atlantica, como na composicao das restingas e do Cerrado brasileiro, além
de ter inimeras espécies com propriedades medicinais (LEITAO et al., 2009).

A classificacdo das Myrtaceae, proposta por Wilson e colaboradores (2005) e
atualizada por Bunger (2011), reconheceu duas sub familias (Myrtoideae e Psiloxyloideae) e
17 tribos. Todas as espécies vegetais do continente americano estdo incluidas na tribo
Myrteae, caracterizada pela presenca de frutos carnosos. A tribo Myrteae compreende trés
subtribos: Myrtinae, Myrciinae e Eugeniinae. Todos os representantes da subtribo Eugeniinae
sdo constituidos por arvores ou arbustos com folhas simples, geralmente opostas, com
margens inteiras, caracteristicamente providas de glandulas oleiferas.

Dentre os géneros presentes na subtribo Eugenninae, os mais comuns incluem
Eugenia, Myrcia, Psidium e Syzygium. O género Eugenia encontra-se bem representado nas
diversas formacOes vegetacionais do Brasil, ndo apenas quanto a riqueza especifica, mas
também quanto a abundancia e frequéncia de suas espécies (APEL; SOBRAL; HENRIQUES,
2006 apud BELEM LIMA, 2014).

Segundo Revilla (2002), o género Eugenia tem a seguinte classificacdo taxonémica:

a) Reino: Plantae;
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b) Classe: Magnoliopsida;

C) Subclasse: Rosidae;

d) Ordem: Myrtales;

e) Familia: Myrtaceae;

f) Subfamilia: Myrtoidae;

9) Tribo: Myrtae;

h) Subtribo: Eugeniinae;

)} Género: Eugenia.

O género Eugenia foi subdividido por Berg, em 1861, em oito se¢des, de acordo com
o tipo de inflorescéncia apresentado: Uniflorae, Biflorae, Glomeratae, Umbellatae,
Corymbiflorae, Racemulosae, Dichotomae, Racemosae, Phylocalyx e Stenocalyx.

A espécie Eugenia florida DC é uma pequena arvore, com aproximadamente 3,5 m de
altura, que floresce em outubro e frutifica no final do més de novembro até meados de
dezembro (Figura 1). Popularmente, é conhecida como pitanga-do-Cerrado, pitanga-preta ou
guamirim-cereja. Seus frutos apresentam odor caracteristico, sdo comestiveis e muito
saborosos (DONATO; MORRETES, 2009).

Figura 1 — Espécie Eugenia florida DC.

Fonte: Do autor.
Legenda: a: representante com frutos; b: fruto verde; c: fruto maduro; d: folhas.
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Os dados morfologicos e anatdmicos da folha de E. florida DC reiinem caracteristicas
comuns a familia Myrtaceae, podendo-se destacar algumas de importancia diagnostica para a
espécie, como a ocorréncia de cavidades secretoras, a presenca de floema interno ao xilema e
alto teor de taninos. A presenca de antocianinas € restrita as folhas jovens, as quais exibem
coloracdo vinacea. Ocorre, ainda, a presenca de uma nervura intramarginal continua nas
folhas dessa espécie (CRONQUIST, 1991).

Outras caracteristicas anatdmicas relevantes para a diagnose da espécie incluem a
cuticula estriada, a ondulacdo das paredes anticlinais da epiderme, a ocorréncia de numerosos
cristais prisméticos encontrados no parénquima palicadico e o peciolo, cujo sistema vascular
forma um arco com margens acentuadas (DONATO; MORRETES, 2009).

Uma das caracteristicas marcantes do mesofilo de E. florida DC é a ocorréncia de
cavidades secretoras subepidérmicas, distribuidas pelas duas faces da lamina foliar, com
desenvolvimento incompleto e conteldo essencialmente lipidico. Observa-se, nas areas onde
elas ocorrem, um grande espaco delimitado por células, porém sem as caracteristicas de um
epitélio secretor (CASTRO; MACHADO, 2003).

Demais espécies do género Eugenia sp também apresentam relevancia e descrigdes
bem detalhadas na literatura, sendo as mais comuns: pitanga vermelha (Eugenia uniflora),
pedra-ume-cad (Eugenia punicifolia), jamboldo (Eugenia jambolana), araca-boi (Eugenia
stipitata), jabuticaba (Eugenia edulis), uvaia (Eugenia pyriformis), cravo da India (Eugenia
caryophyllata), cambui (Eugenia moraviana), cereja vermelha (Eugenia calycina), jamu
(Eugenia polyantha), cagaita (Eugenia dysenterica), jambo (Eugenia malaccensis),

katukorandi (Eugenia singampattiana) e kanikar (Eugenia floccosa) (MAGINA, 2008).

2.3.2 Aspectos fitoquimicos

A secdo literaria a seguir denotara as caracteristicas quimicas dos principais

compostos encontrados no género Eugenia sp, com destaque para a espécie E. florida DC.
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2.3.2.1 Compostos fenolicos

Todas as substancias fendlicas caracterizam-se por apresentar um anel aromatico, com
uma ou mais hidroxilas ligadas. Uma grande parte destes compostos ndo € encontrada sob a
forma livre na natureza, mas na forma de glicosideos ou heterosideos (GARMUS et al.,
2014).

Um aspecto bem caracteristico desses compostos € a sua capacidade de complexagédo
com metais, sendo que muitos desses quelatos metélicos sdo importantes em sistemas
bioldgicos. Por serem compostos aromaticos, também apresentam intensa absor¢do na regido
do ultravioleta. Os compostos fendlicos sao facilmente oxidaveis na presenca de enzimas, luz,
calor e/ou meio alcalino, levando ao escurecimento das solu¢bes em que estdo presentes
(RATTMANN et al., 2012; SIMOES et al., 2010).

Dentre 0os compostos fendlicos mais comuns nas espécies do género Eugenia sp,

podem destacar-se os flavonoides e os taninos.

2.3.2.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdao uma ampla classe de substancias de origem natural. Sao
substancias fendlicas aromaticas com 15 atomos de carbono no seu esqueleto bésico, de
estrutura elementar Cg-C3-Cs. Apresentam-se com dois anéis aromaticos Cs e um anel
intermediario C3, que, geralmente, contém um atomo de oxigénio, conforme a Figura 2.
(DORNAS et al., 2007; TRIPOLI et al., 2007).
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Figura 2 — Estrutura basica dos flavonoides.

5 4

Fonte: Adaptado de DORNAS et al., 2007.

Eles podem ser divididos, de acordo com suas estruturas moleculares, em varias
classes, sendo que as principais s&o: flavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, flavanonois,
flavan3-ois (ou catequinas), chalconas, auronas e antocianidinas. As estruturas quimicas de
tais classes estdo representadas no Quadro 2. Todas elas podem se apresentar como agliconas
ou ligadas a acucares, na forma de O-heterosideos ou C-heterosideos (KUMAR; PANDEY,
2013).

Quadro 2 — Estruturas moleculares das principais subclasses dos flavonoides.

(continua)

Subclasse Estrutura geral Exemplo

Flavonas |

Luteolina
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(continuacéo)
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(concluséo)

Subclasse Estrutura geral Exemplo
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a OH
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.
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Zon
Z > 0oH
OH

Delfinidina

Fonte: Do autor.
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2.3.2.1.2 Taninos

Os taninos, em sua maioria, sdo encontrados na natureza sob a forma de ésteres
soliveis em &gua e em solventes orgénicos polares. Por serem compostos fendlicos, 0s
taninos sdo muito reativos quimicamente e formam pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares. Sdo facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas
quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, que ocasiona o escurecimento de suas
solugdes (MONTEIRO et al., 2005 apud AZEVEDO et al., 201).

Segundo a estrutura quimica, os taninos sdo classificados em trés grupos:
hidrolisaveis, condensados e oligbmeros.

Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por um poliol central, geralmente B-D-
glicose, cujas hidroxilas estdo esterificadas com o &cido galico. Os taninos hidrolisaveis
podem ser divididos em galotaninos e elagitaninos.

Os galotaninos resultam da unido entre unidades de é&cido galico por ligacGes
denominadas de meta-depsidicas (Quadro 3, nimero 1). Os elagitaninos possuem um ou dois
residuos de hexa-hidroxi-difenoil-D-glicose (HHDP), de configuracao (R) ou (S), 0s quais sdo
obtidos através do acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de é&cido galico
espacialmente adjacentes (SALES, 2013).

Os elagitaninos podem ser classificados em mondmeros, dimeros, trimeros ou
tetrameros. Os mondmeros sdo classificados em quatro grupos, sendo eles: grupo | (glicose
em conformacdo cadeira com substituintes na posi¢do equatorial), grupo Il (substituintes na
posicdo axial), grupo Il ou elagitaninos C-glicosidicos (glicose na forma de cadeia aberta) e
grupo 1V ou taninos complexos (elagitanino do grupo 111 ligado a um tanino condensado). As
estruturas de cada um desses representantes estao indicadas no Quadro 3, n. 2-8 (SIMOES et
al., 2010).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo formados pela poli-condensacéo de
duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, biossintetizados a partir do
aminoéacido fenilalanina. Estes Gltimos apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante
de padrdes de substituicdes entre unidades de mondmeros e da estereoquimica (MA et al.,
2014). A estrutura de uma proantocianidina esté indicada no Quadro 3, n. 9.

Os oligbmeros sdo estruturas macrociclicas compostas por ligacdes entre unidades de
elagitaninos (Quadro 3, n. 10) e sdo encontrados em espécies vegetais bem restritas, como
Oenothera sp (YOSHIDA; AMAKURA; YOSHIMURA, 2010).
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Quadro 3 — Estruturas basicas de galotaninos, elagitaninos, proantocianidinas e oligdmeros.

(continua)
Numero Estrutura Classificacio Nome trivial
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(continuacéo)

NUmero Estrutura Classificacao
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(continuacéo)

Numero Estrutura Classificacio Nome trivial
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(concluséo)

Numero Estrutura Classificacio Nome trivial
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Fonte: Do autor.
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2.3.2.2 Compostos bioativos isolados em Eugenia sp

Gu e colaboradores (2001) isolaram trés saponinas das fracGes em cloroférmio e em
acetato de etila do extrato metandlico das partes aéreas de Eugenia sandwicensis (Quadro 4,
nameros 1-3). Os pesquisadores verificaram que 0s compostos apresentaram uma alta
atividade na inibicdo de leses mamarias pré-neoplésicas em culturas de células mamarias de
ratos, sendo promissores como agentes quimiopreventivos do cancer.

Bokesch e colaboradores (2008) identificaram quatro compostos fendlicos, nas fracoes
em acetato de etila, do extrato em diclorometano-metanol (1:1) das raizes do guamirim-de-
folha-midda (Eugenia hyemalis). Os compostos fendlicos foram denominados de
hiemalosideos 1, 2, 3 e 4 (Quadro 4, n. 4-7). Todos esses compostos apresentaram uma
excelente atividade bioldgica na inibicdo da enzima ribonuclease H do virus HIV-1, essencial
para a replicagéo viral.

Omar e colaboradores (2012) isolaram nove compostos fenodlicos do extrato
metanolico das sementes do jamboldo (Eugenia jambolana), através das fracbes em acetato de
etila e n-butanol, com consequente separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Dentre esses compostos, 0s que apresentaram maior relevancia foram dois elagitaninos
(oenoteina C e cornussina B) e um flavonoide glicosilado (swertisina) (Quadro 4, n. 8-10).
Todas estas substancias apresentaram uma alta atividade na inibi¢do da enzima a-glicosidase,
com destaque para a swertisina, cujo valor de ICsp se mostrou bastante préximo ao
apresentado pela droga de referéncia acarbose. Segundo Brunton, Chabner e Knollmann
(2012), a a-glicosidase € uma enzima que estd envolvida na degradacdo dos agucares no
intestino e sua inibicdo retarda a digestdo dessas substancias. Com isso, a glicose liberada
pode ser absorvida na corrente sanguinea mais lentamente, reduzindo a elevacéo pds-prandial,
evitando as oscilacdes glicémicas e diminuindo os seus valores médios no sangue. Portanto,
0s compostos isolados podem ser Gteis como tratamento alternativo no diabetes.

Kato e colaboradores (2013) isolaram e identificaram trés compostos fenolicos da
fracdo em acetato de etila, obtidas do extrato bruto em metanol:agua (0,5:1) de Eugenia
polyantha, com destaque para o hidroxicavicol (Quadro 4, n. 11). Todos 0s compostos
apresentaram uma atividade bioldgica considerdvel na inibigdo in vitro da lipase pancredtica,

podendo ser utilizados como adjuvantes no tratamento e prevencao da obesidade.
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Quadro 4 — Compostos bioativos isolados de plantas do género Eugenia sp.

(continua)
Namero Estrutura Nome trivial Referéncia
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(continuacéo)
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(continuacao)

Namero Estrutura Nome trivial Referéncia
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(conclusdo)

Namero Estrutura Nome trivial Referéncia

HO
—CH> KATO et al,

Hidroxicavicol 2013

11
HO

Fonte: Do autor.

Além dos compostos fendlicos (&cidos fendlicos, flavonoides e taninos) isolados nos
extratos e fragcBes oriundos das espécies do género Eugenia sp, podem se destacar outras
classes de compostos que também foram isolados, como: saponinas, incluindo o acido
betulinico nas folhas de E. florida (FRIGHETTO et al., 2005); e terpenos, incluindo -
pineno, p-cimeno e linalol nas folhas de E. uniflora (OLIVEIRA et al., 2006). Até o
momento, poucos artigos da literatura relataram a presenca de alcaloides nos extratos das
espécies do género Eugenia sp, como nos trabalhos de Tresina, Kala e Mohan (2012) e
Tresina e Mohan (2014) que apenas realizaram triagens fitoquimicas com os extratos das
folhas da espécie E. singampattiana, sem a identificacdo quimica das estruturas dos

compostos.

2.3.3 Aspectos farmacoldgicos e bioldgicos

A secdo literaria a seguir denotou alguns aspectos farmacoldgicos e biol6gicos
relevantes do presente estudo.

2.3.3.1 InfecgBes microbianas

As infeccBes microbianas sdo causadas pela invasdo de agentes patogénicos (virus,

bacterias, fungos, etc.) ao organismo humano, que alteram o equilibrio e geram consequéncias
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prejudiciais, em muitos casos, potencialmente letais. Interagbes do microrganismo com o
hospedeiro dependem de variaveis simples e complexas, como a saude do hospedeiro, a
viruléncia e a carga microbiana (DASGUPTA et al., 2015).

O conhecimento fisiopatogénico da infeccdo é indispensavel a escolha da terapia anti-
infecciosa apropriada, minimizando valores estatisticos e meta-anélises de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, bem como a ocorréncia de outras doengas (DUNBAR, 2003;
SILVA et al., 2010).

Os agentes antimicrobianos tém sido utilizados desde o século XVII no tratamento de
doengas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal deve exibir toxicidade seletiva, ou seja,
a substancia deve ser eficiente contra o microrganismo alvo, porém deverd ter seguranga
toxicoldgica para o paciente. Tais compostos agem sobre microrganismos susceptiveis,
afetando crescimento e reproducdo (acdo bacteriostatica) ou induzindo a sua morte (acéo
bactericida) (SOFIATI, 2009; ARAUJO, 2011).

Existem diversas classes de antimicrobianos disponiveis no mercado, que tém eficacia
comprovada para diversos tipos de bactérias e/ou fungos. Os mecanismos de acdo dos
antimicrobianos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas podem ser divididos em quatro
categorias, incluindo inibicao da sintese da parede celular, da funcdo da membrana celular, da
sintese proteica e da sintese de &cidos nucléicos (MADIGAN et al., 2010; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2011; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os microrganismos podem desenvolver resisténcia aos antimicrobianos, cujo processo
estd intimamente relacionado a existéncia de genes que codificam diferentes mecanismos e
evitam a acdo das drogas. Ela pode ter origem em mutac6es que ocorrem durante 0 processo
reprodutivo ou através da transferéncia do material genético por conjugacao, transducdo ou
transformacio (UETANABARO; GOES-NETO, 2006).

A resisténcia também pode ser desenvolvida por alguns mecanismos ja bem descritos
na literatura, como modificacdo quimica do antibiético por enzimas especificas, alteracdo do
sitio de ligacdo do antibidtico, substituicdo do sitio de ligacdo da droga, diminuicdo da
permeabilidade, aumento da sintese de substratos que competem com o sitio no qual a droga
se liga e sintese de proteinas protetoras dos ribossomos (MIN et al., 2014). Alguns estudos
mostram que 0S microrganismos estdo se tornando cada vez mais resistentes aos
antimicrobianos convencionais, como os descritos a seguir.

Sanglard (2002) e estudos posteriores feitos por Yoo e colaboradores (2010) relataram
gue os principais mecanismos de resisténcia das espécies de fungos do género Candida sp aos

farmacos comerciais (azois) se deve a expressao dos genes CDR1, CDR2 e MDR1, que



45

promovem, a partir da célula do patdégeno, o efluxo da droga por transporte ativo e a
consequente n&o inibicdo do crescimento, reproducdo e/ou morte do fungo.

Para caracterizar a evolucdo da resisténcia aos medicamentos a bactéria Escherichia
coli, Tadesse e colaboradores (2012) avaliaram a susceptibilidade deste microrganismo,
isolado de amostras humanas e animais, a um grupo de 15 agentes antimicrobianos diferentes.
Tal estudo demonstrou que a bactéria demonstrou maior resisténcia ao grupo dos antibidticos
mais convencionais, com destaque para as sulfonamidas. Os autores informaram, segundo
dados descritos por Bean, Livermore & Hall (2009), que a resisténcia observada estava
comumente associada com elementos genéticos moveis da bactéria, que desempenharam um
papel importante na disseminacgdo dos genes de resisténcia as sulfonamidas.

Fernandez-Natal e colaboradores (2015) realizaram um estudo genémico, com
enfoque nas sequéncias do DNA da bactéria Corynebacterium kroppenstedtii, para verificar
quais 0s aspectos genéticos responsaveis pela grande ocorréncia de resisténcia desse
microrganismo aos antibidticos convencionais no tratamento da mastite granulomatosa. Por
meio de andlises do genoma de bactérias presentes nos nodulos de pacientes infectados, os
pesquisadores verificaram uma acentuada expressao dos genes tetW, CMX, strA e strB nos
microrganismos isolados. Segundo Tauch e colaboradores (2008), estes genes estdo
diretamente envolvidos na atividade das enzimas condensase e micolato redutase,
responsaveis pela producéo de acidos micolicos. Estes promovem uma maior lipofilicidade da
membrana plasmatica e dificultam a penetracdo da droga nos sitios ativos da célula
bacteriana, como receptores de membrana, ribossomos e/ou DNA.

O problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva de uso de drogas
antimicrobianas no futuro é incerta. Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam reduzir
este problema como, por exemplo, controlar o uso de antibidticos, desenvolver pesquisas para
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e continuar o estudo de
desenvolvimento de novas drogas (ARAUJO, 2011).

A necessidade de encontrar novas alternativas no combate as infecgdes microbianas
representa um desafio no tratamento das mesmas. Nesse sentido, as plantas medicinais
constituem importantes fontes de substancias biologicamente ativas, servindo para o
desenvolvimento de um grande nimero de farmacos (SASIDHARAN; DARAH; JAIN,
2011).

As propriedades antimicrobianas de plantas estdo sendo amplamente pesquisadas,
porém ainda ha pouca informacdo disponivel sobre os mecanismos de acdo dos compostos
naturais frente a bactérias e fungos (SANCHEZ; GARCIA; HEREDIA, 2010). Porém, ha
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diversos trabalhos na literatura que enfatizam os efeitos benéficos de diferentes extratos de
plantas no combate a microrganismos, como 0s relatados a seguir.

Os estudos realizados por Silva e colaboradores (2012) tiveram o objetivo de verificar
as concentracdes inibitdrias de 50% do crescimento (MICsg) dos extratos hidroetandlicos 70%
(v/v) das folhas, caules, cascas do caule e raizes de Mimosa caesalpiniifolia (Mimosaceae)
sobre leveduras do género Candida sp (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e
C. tropicalis), bactérias Gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus). O método usado foi o da
microdiluigdo em caldo. Fluconazol e cloranfenicol foram usadas como drogas de referéncia
para os fungos e para as bactérias, respectivamente. Todos o0s extratos exibiram atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos testados, em concentracdes que variaram entre 5-
1000 pg/mL. Porém, o extrato das folhas foi o0 que se mostrou mais efetivo, em comparagédo
aos demais, pois apresentou valores de MICs; bem menores para 0s microrganismos
avaliados. A atividade sobre os fungos foi bem mais expressiva do que para as bactérias.
Além disso, todos os extratos analisados mostraram-se bem mais efetivos para C. glabrata e
C. krusei do que o fluconazol, que, neste ensaio, ndo demonstrou atividade sobre estas
espécies de leveduras.

Rubio-Moraga e colaboradores (2013) realizaram um estudo de atividade
antimicrobiana com extratos em metanol 80% (v/v) das folhas de onze espécies de
Helianthemum sp (Cistaceae), no intuito de verificar quais as concentragfes de cada extrato
(MICs) para as bactérias Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Neste sentido, prepararam-se varias
diluicbes dos extratos em agua e procedeu-se ao teste de microdiluicdo em caldo, usando
estreptomicina como droga de referéncia. Apenas quatro dos onze extratos testados
apresentaram uma excelente atividade contra as bactérias testadas (MICsp menor que 1,0
mg/mL). Os autores correlacionaram esses resultados com os valores obtidos para a dosagem
de fendis totais, que estavam em maior concentracdo nesses quatro extratos. Segundo Quideau
e colaboradores (2011), os fendis estdo intimamente relacionados com a atividade
antimicrobiana.

Mafioleti e colaboradores (2013) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato
hidroetandlico 70% (v/v) obtido das folhas de Arrabidaea chica (Bignoniaceae) sob bactérias
Gram positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus subtilis e Streptococcus pyogenes), bactérias Gram negativas (Helicobacter pylori,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium
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e Shigella flexneri) e leveduras do género Candida sp (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e
C. parapsilosis). O método usado foi o da microdiluicdo em caldo e as concentragdes dos
extratos variaram entre 800-3,125 ug/mL. Claritromicina e cloranfenicol foram utilizados
como drogas de referéncia para bactérias e anfotericina para os fungos. O extrato mostrou-se
efetivo apenas para as bactérias H. pylori e E. faecalis, com MICs, de 12,5 e 100 ug/mL,
respectivamente.

Assim, nos ultimos anos, diversos pesquisadores tém estudado o potencial de diversas
plantas no combate a microrganismos patogénicos ao ser humano, incluindo bactérias, fungos
e virus. A familia Myrtaceae apresenta uma grande quantidade de espécies que, popularmente,
tem seu uso como anti-infecciosas, devido aos constituintes quimicos que apresentam
(SOUZA, 2013).

Dentre as plantas desta familia que apresentam propriedades antimicrobianas,
destacam-se aquelas pertencentes ao género Eugenia sp, como pode-se verificar nos trabalhos
realizados por Machado e colaboradores (2009), Coutinho e colaboradores (2010), Jasmine e
colaboradores (2010), Sood e colaboradores (2012) e Bag e colaboradores (2012). Porém,
dentre as espécies pertencentes a este género, a planta Eugenia florida DC ainda é pouco
conhecida cientificamente com relacdo a seus efeitos antimicrobianos e, por isso, foi o alvo de

estudo do presente trabalho.

2.3.3.2 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca causada por protozoarios flagelados do género
Leishmania sp. A transmissdo da doenca ocorre a partir da picada de insetos flebotomineos
fémeas dos géneros Lutzomyia sp ou Phlebotomus sp. Em minutos, os parasitos localizados na
glandula salivar do inseto (promastigotas flagelados) sdo fagocitados por macr6fagos, onde
sdo convertidos na forma intracelular (amastigota). Estas formas celulares do parasito sao
altamente especializadas e adaptadas a sobreviver no fagolisossoma celular
(VENDRAMETTO et al., 2010).

As formas amastigotas, em seguida, multiplicam-se dentro dos fagocitos do
hospedeiro e, apos a sua libertacdo, elas podem infectar outras células. Depois de algumas
semanas, ocorre o acumulo de células inflamatdrias (macrofagos, neutréfilos granuldcitos,

células dendriticas e céelulas T), levando a formacédo do granuloma caracteristico. O ciclo de
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vida do patogeno é concluido quando o inseto pica novamente um individuo infectado e as
amastigotas se transformam novamente em promastigotas no intestino do inseto (STEBUT,
2015).

Em geral, a leishmaniose ocorre nas regides tropicais e subtropicais, sendo que 90%
dos casos, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ocorrem em paises do Velho
Mundo (Afeganistdo, Argélia, Ardbia Saudita, 1rd) e em dois paises do Novo Mundo (Brasil e
Peru). O numero de casos ultrapassa o valor de 300 mil, com cerca de 20 mil mortes por ano.
No mundo todo, cerca de 310 milhdes de pessoas sdo permanentemente expostas ao risco de
ser infectadas com o parasita. Todos esses fatores fazem da leishmaniose um dos maiores
problemas de saude publica dos paises em desenvolvimento (MISHRA; KUMAR; KHARE,
2009; MANSUETO et al., 2014).

As manifestacdes clinicas da doenca dependem das subespécies de Leishmania que
invadem o organismo, bem como da imunidade do hospedeiro afetado. Em pacientes
imunodeprimidos, em geral, bem como nas criancas e individuos idosos, as manifestacdes sdo
mais graves e, consequentemente, sao 0s pacientes mais severamente afetados pela doenca
(STEBUT, 2015).

As formas clinicas de leishamaniose sdo a cutanea ou tegumentar, a mucocutanea e a
visceral. A forma tegumentar é caracterizada por Ulceras na pele, lesGes satélites ou linfangite
nodular, a mucocutanea apresenta-se com o envolvimento das mucosas e a visceral atinge
Orgdos internos, tais como o figado, baco e medula déssea, sendo letal se ndo for tratada
adequadamente (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

O tratamento convencional da leishmaniose, através da quimioterapia, € baseado na
utilizacdo de medicamentos que possuem metais pesados tdxicos em suas composi¢cdes, como
0s antimoniatos. Dentre eles, 0os mais utilizados sdo o antimoniato de meglumina e o
estibogluconato de sédio. Outros medicamentos, como pentamidina e anfotericina B, também
sdo utilizados no tratamento da doenca, porém apresentam efeitos colaterais bastante severos,
como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hiperbilirrubinemia, hiperfosfatemia, vasculite
acentuada e hipertensdo (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009; LIMA,
2014).

Devido aos problemas com relagéo a efetividade, toxicidade, resisténcia do parasito e
sensibilidade das diferentes cepas de Leishmania aos farmacos convencionais, as pesquisas
com produtos naturais tém sido desenvolvidas, no intuito da procura de novas alternativas no

tratamento da leishmaniose. Nos locais endémicos da doenca, devido as dificuldades de
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acesso aos medicamentos, varios pacientes fazem uso de plantas para aliviar os sintomas da
leishmaniose (LIMA, 2014).

Neste contexto, os extratos das plantas, bem como seus respectivos metabolitos
secundarios presentes, podem prover uma imensa fonte de agentes medicinais leishmanicidas
(TEMPONE et al., 2005). Alguns trabalhos da literatura tém estudado o uso de extratos de
plantas no tratamento das leishmanioses, como 0s descritos a seguir.

Feily e colaboradores (2012) realizaram um estudo para verificar a atividade in vitro
do extrato hidroetanodlico 70% (v/v) das folhas do cha verde, Cammelia sinensis (Theaceae),
contra formas promastigotas da espécie Leishmania major. O extrato foi diluido em
dimetilsulfoxido (DMSO) em seis concentracdes diferentes, variando de 3,0 a 96 ug/mL. A
droga estibogluconato de sédio a 85 ug/mL foi usada como controle positivo € um grupo
contendo apenas as formas promastigotas foi usado como controle negativo. Procedeu-se ao
teste em microplaca e as formas mdveis, apds o tempo de incubacdo, foram contadas. O
extrato, nas diferentes concentracdes testadas, apresentou atividade significativa, porém o
efeito ndo se mostrou crescente com o0 aumento da concentracdo. Os resultados obtidos com a
concentracdo de 12 pg/mL se mostraram semelhantes aqueles observados com o controle
positivo.

Ezatpour e colaboradores (2015) avaliaram os efeitos in vitro do extrato hidroetanélico
70% (v/v) das partes aéreas de Pistacia khinjuk (Anacardiaceae) contra formas promastigotas
e amastigotas de Leishmania tropica e Leishmania major, em diferentes concentracdes
testadas (0,5-100 pg/mL). Procedeu-se os testes em microplaca, usando a metodologia da
viabilidade celular com azul de nitroterazolio (MTT). O extrato inibiu significativamente os
crescimentos tanto da forma promastigota (MICs = 58,6 mg/mL) quanto da forma amastigota
(MICso = 37,3 png/mL), numa resposta do tipo dose-dependente.

Dessa forma, diversas outras plantas também tém sido estudadas para verificar as suas
atividades contra as formas evolutivas do protozoario Leishmania sp. Dentre as espécies-alvo,
as plantas do género Eugenia sp tém mostrado eficacia no combate a estes protozoarios,
conforme relatado por Santos e colaboradores, (2013), e Rodrigues e colaboradores, (2013). A
especie Eugenia florida DC apresenta poucos estudos na literatura, com relacéo ao seu uso no
tratamento da leishmaniose, e, por este motivo, foi escolhida para ser avaliada no presente
trabalho.
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2.3.3.3 Diabetes e suas relagdes com estresse oxidativo e peroxidacgdo lipidica

O diabetes mellitus é uma doenca metabdlica multifatorial, caracterizada
principalmente pela hiperglicemia, resultante de deficiéncias na secregéo e/ou na agdo do
horménio insulina, produzido pelo pancreas. Dessa forma, essa doenca pode ser classificada
em diversos tipos, sendo 0s mais comuns o tipo 1, o tipo 2 e o gestacional (PAN et al., 2010).

No tipo 1, ocorre destruicdo das células beta do pancreas, usualmente por processo
autoimune. A consequéncia da perda das células beta é a deficiéncia absoluta da secrecéo de
insulina, o que, por sua vez, permite com que os pacientes fiquem suscetiveis a ocorréncia de
acidose metabolica. O pico de incidéncia do diabetes mellitus tipo 1 ocorre dos 10 aos 14 anos
de idade, havendo, a seguir, uma diminui¢cdo progressiva da incidéncia até os 35 anos.
(GINGRAS et al., 2015).

O tipo 2 é mais comum do que o tipo 1, perfazendo cerca de 90% dos casos da doenca.
E um distlrbio heterogéneo, caracterizado por deficiéncias na acéo e na secrecdo da insulina.
A etiologia especifica deste tipo de diabetes ainda ndo esta claramente estabelecida,
diferentemente do tipo 1. A idade de inicio do diabetes tipo 2 é varidvel, embora seja mais
frequente apos os 40 anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos 60 anos (JUNG et al.,
2015).

O diabetes gestacional é definido como a tolerancia diminuida aos carboidratos, de
graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestacdo, podendo
ou nao persistir apds o parto. O rastreamento do diabetes gestacional é realizado a partir da
primeira consulta pré-natal, utilizando-se a determinacdo da glicose em jejum e com o
objetivo de detectar a presenca de diabetes pré-existente (KC; SHAKYA; ZHANG, 2015).

O diabetes mellitus afeta, aproximadamente, 10% de toda a populacdo mundial. No
presente, ha um namero estimado de 246 milhdes de pessoas no mundo com diabetes, dos
quais 80% dos individuos acometidos estdo presentes nos paises em desenvolvimento. Em
2010, a OMS relatou que cerca de 1,1 milhdes de pessoas foram a Obito por conta das
complicacdes da doenga (ALI et al., 2015).

Trata-se de um grande problema de saude publica, pois a incidéncia e a prevaléncia do
diabetes tém alcancado, ao longo dos anos, proporcdes epidémicas. Este aumento é devido,
principalmente, ao crescimento e envelhecimento populacional, a obesidade e ao
sedentarismo (NASCIMENTO, 2013).
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O diabetes apresenta um impacto bastante negativo na salde dos pacientes, decorrente
principalmente de distarbios no metabolismo de lipidios, que contribuem significativamente
para o desenvolvimento de complicacBes cardiovasculares e cerebrais. Para evitar o risco de
complicacdes graves, deve-se controlar ndo apenas 0s niveis de glicose no sangue, mas
também os niveis de lipidios (MARKUSZEWSKI et al., 2006).

Sabe-se que o diabetes esta intimamente ligado a producédo excessiva de radicais livres
no organismo. Denomina-se radical livre (RL) qualquer espécie quimica que contenha um ou
mais elétrons desamparelhados em sua estrutura. A presenca desses elétrons faz com que
essas espécies sejam muito instveis quimicamente e, com isso, elas se tornam altamente
reativas. A alta capacidade de reacdo destas espécies pode levar a danos celulares, pois elas
reagem facilmente com proteinas, fosfolipidios de membrana e é&cidos nucleicos
(PALIYATH; BAKOVIC; SHETTY, 2011).

Existem diversas classes de RL no organismo, sendo que as espécies que contém
0xigénio e nitrogénio sdo as mais comuns. Sendo assim, nos ultimos anos, o termo “radical
livre” tem sido substituido pela denominacdo “espécies reativas de oxigénio e nitrogénio”
(EROs e ERNSs, respectivamente), pois, além de incluir radicais de oxigénio, inclui também
algumas espécies ndo-radicalares, como perdxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e ozbnio.
(RAINS; JAIN, 2011).

A relacdo entre o diabetes mellitus e o estresse oxidativo tem sido amplamente
investigada. O termo estresse oxidativo € utilizado em situacBes em que as EROs causam
dano tecidual, degeneracdo de tecidos, envelhecimento prematuro e morte celular por
apoptose. Pode-se dizer que, nesta situacdo, ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes, geradores das espécies reativas, e antioxidantes, de modo que as defesas
antioxidantes sdo insuficientes para neutralizar os niveis aumentados de EROs (KRYSTON et
al., 2011).

Neste sentido, varias pesquisas tém demonstrado a contribuicdo do estado
hiperglicémico crénico, para a manifestagcdo do estresse oxidativo, sendo este dependente do
controle glicémico e da duracdo do diabetes. Os principais mecanismos bioguimicos
propostos para explicar a relacdo entre a hiperglicemia crénica e a producdo acentuada de
especies reativas de oxigénio (EROs) no interior das células estdo associados ao aumento do
fluxo na via dos poliois, a ativacdo da proteina quinase C (PKC) e de produtos de glicagédo
avancada (AGEs), a partir da auto-oxidagéo da glicose, conforme esquematizado na Figura 3
(BROWNLEE, 2001; GIACCO; BROWNLEE, 2010).
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Figura 3 — Vias de danos gerados pela hiperglicemia.
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Fonte: Adaptado de BROWNLEE, 2001.

Legenda: AGEs = produtos de glicacdo avancada; DAG = diacilglicerol; DHAP = fosfato de
diidroxiacetona; GAPDH = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; GFAT = glutamina frutose-
6-fosfato amidotransferase; GIn = glicina; Glu = &cido glutdmico; O, = radical superéxido; P =
fosfato; PKC = proteina quinase C; UDP-GLcNAc = UDP-N-acetilglicosamina.

A elevada concentracdo de glicose favorece o aumento do fluxo da via dos polidis, o
que contribui para a reducdo da concentracdo intracelular do NADPH com concomitante
elevacdo do NADH. O NADPH ¢ cofator da enzima glutationa redutase e, dessa forma,
favorece a elevagdo dos niveis de EROs por reduzir a atividade desta enzima. Por outro lado,
o aumento dos niveis de NADH eleva a sintese de diacilglicerol, principal ativador da
proteina quinase C, que tem capacidade de elevar a atividade da enzima NADPH-oxidase,
catalisando a formacéo do radical superéxido (EL-BENNA et al., 2005).

Outro mecanismo indutor da producdo de EROs no diabetes diz respeito a elevada
formacgdo de produtos de glicacdo ndo-enzimatica e de seus receptores. A hiperglicemia
cronica favorece a auto-oxidagdo da glicose, sendo que os agUcares oxidados reagem com
componentes lipoprotéicos e receptores da membrana, estimulando a formacdo de &nions

superdxido e perdxidos de hidrogénio. Além disso, o excesso de glicose circulante aumenta a



53

taxa de respiracdo celular com concomitante aumento da producdo do anion superdxido
(GIACCO & BROWNLEE, 2010).

A glicose intracelular, em excesso, também pode ser desviada para a via da
hexosamina, onde é convertida em frutose-6-fosfato, que, por sua vez, é transformada em
glicosamina 6-fosfato. A glicosamina 6-fosfato é, posteriormente, convertida em UDP-N-
acetilglicosamina (UDP-GIcNAC), que modula a expressdo de proteinas, as quais funcionam
como fatores de transcricdo que estimulam a via da aldose redutase, potencializando o
consumo de NADPH e diminuindo a regeneracdo da glutationa redutase (NEGRE-
SALVAYRE et al., 2009).

Associado aos mecanismos ja mencionados, a relagdo entre hiperglicemia crénica,
acidose metabdlica e estresse oxidativo no diabetes mellitus também tem sido amplamente
estudada. Alguns estudos demonstram a participacdo da glicose elevada na ativacdo da
glicogendlise, lipdlise e cetogénese, promovendo a manifestacdo da acidose metabolica
(BARONE et al., 2007).

Estudos tém evidenciado que o diabetes mellitus esta associado a danos oxidativos aos
lipidios, as proteinas e ao DNA celular (LIMA, 2011).

Efeitos toxicos do oxigénio sobre estruturas bioldgicas sdo resultantes da oxidacdo de
componentes celulares como tiois, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipideos,
principalmente &cidos graxos poliinsaturados (AGPI), gerando espécies oxidantes, entre as
quais se destacam as EROs. A reacdo entre estas espécies e AGPI, presentes nas membranas
celulares e nas lipoproteinas, promove o inicio de um processo em cadeia conhecido como
peroxidacdo lipidica, que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse
oxidativo celular. (ANTUNES et al., 2008).

A peroxidacdo lipidica, desta maneira, pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultante da acdo de espécies oxidantes sobre os lipidios insaturados de
membrana, que alteram a estrutura das membranas celulares e das lipoproteinas que estéo
presentes em suas composicOes. Esta perturbacdo da integridade da membrana celular e das
lipoproteinas pode gerar apoptose e comprometimento das fungdes organicas celulares
(URSO; CLARKSON, 2003; MOSAVAT; OOIl; MOHAMED, 2014).

Um dos produtos gerados durante as reacdes bioquimicas da peroxidacao lipidica é o
malonaldeido (MDA), um dialdeido reativo, capaz de reagir com proteinas, fosfolipidios ou
acidos nucléicos, induzindo modificacGes estruturais das biomoléculas e danificando a
integridade celular (LEORNARDUZZI; SOTTERO; POLLI, 2010).
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IntervencOes medicamentosas mostram efeitos positivos no controle do diabetes e no
estresse oxidativo. Além da administracdo convencional da insulina a pacientes diabéticos,
diversos farmacos disponiveis no mercado também tém sido usados no controle dessas
doencas (RANG et al., 2012).

Devido ao custo elevado das drogas comerciais, além da observagdo de uma grande
quantidade de interagcbes medicamentosas e efeitos adversos que proporcionam, como, por
exemplo, hipoglicemia, retencéo hidrica, ganho de peso e hepatotoxicidade a longo prazo, 0s
pesquisadores tém despertado o interesse em conhecer os efeitos de substancias naturais e
plantas medicinais no tratamento do diabetes (STANKOV; BENC; DRASKOVIC, 2013).
Diversos estudos da literatura demonstram os efeitos antidiabéticos de extratos de plantas,
como os descritos a seguir.

Cunha e colaboradores (2010) investigaram a atividade antidiabética in vivo dos
extratos secos hidroetandlicos (1:2) das folhas de pata-de-vaca, Bauhinia fortificata
(Fabaceae), obtidos por trés métodos diferentes: estufa, spray-drying e granulagdo em via
umida. No experimento, foram utilizados ratos machos Wistar (200-300 g) divididos em 6
grupos diferentes, que incluiram os grupos de controles normais, controles diabéticos,
diabéticos tratados com os diferentes extratos e diabéticos tratados com glibenclamida (droga
de referéncia). O diabetes foi induzido com 60 mg/kg de estreptozotocina (STZ) em tampé&o
fosfato 0,1 M pH 4,5. Os extratos foram administrados durante 7 dias, e, apds este periodo, a
glicose de jejum foi determinada, bem como a estimativa do teor de glicogénio hepatico nos
figados murinos. O teor de glicose sanguinea diminuiu significativamente nos grupos de
tratamento com os extratos (reducdo aproximada de 46,42%) e observou-se uma diminuigéo
significativa no conteldo de glicogénio hepéatico nos controles diabéticos, em comparacao
com o grupo de controle normal e com o0s grupos de extratos secos. Os autores ainda
concluiram que os diferentes processos de secagem nado apresentaram influéncia significativa
na atividade hipoglicemiante dos extratos.

Gwarzo e colaboradores (2014) avaliaram o teor de glicose sérica de jejum e de MDA
em ratos Wistar diabéticos tratados com extrato metandlico das folhas de Tacazzea apiculata
(Periplocaceae). Os ratos foram divididos em 5 grupos (ndo-diabéticos, diabéticos ndo-
tratados, diabéticos tratados com extrato e diabéticos tratados com clorpropamida). A inducéo
do diabetes foi feita pela injecdo intraperitoneal de solucdo de aloxano, na dosagem de 100
mg/kg. Apos 4 semanas, o teor de glicose de jejum e MDA foram doseados no soro dos ratos.
Os resultados indicaram que o extrato teve efeito hipoglicemiante significativo nos ratos

diabéticos tratados (média de glicose de 95,2 mg/dL), em compara¢do com o grupo diabético
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ndo-tratado, cuja média de glicose foi de 238,91 mg/dL. Um elevado nivel de MDA foi
também observado no soro dos ratos diabéticos, antes do tratamento, e decresceu de forma
significativa apds o tratamento.

Sharma e colaboradores (2015) avaliaram o perfil antidiabético in vivo do extrato seco
aquoso de Brassica olearaceae var. gongylodes (Brassicaceae) em ratos Wistar (160 + 15 g).
Os ratos foram divididos em 4 grupos diferentes (controle normal, controle diabético,
diabético tratado com extrato e diabético tratado com glibenclamida) e o tratamento se deu
por 28 dias. Os ratos diabéticos foram induzidos com 47 mg/kg de STZ em tampdo fosfato
0,1 M pH 4,5. Os parametros bioguimicos analisados nos soros dos ratos foram glicemia de
jejum, hemoglobina glicada (HbALc), colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicerideos, ureia, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Os
resultados revelaram que a administracdo do extrato nos grupos de tratamento diminuiu
significativamente os teores de glicose e HbAlc, no final do tratamento (aproximadamente
64% e 43% de reducdo, respectivamente). Além disso, a diminui¢do também foi observada
para colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideos, HbAlc, ureia, AST e ALT, sugerindo,
adicionalmente, que o extrato apresenta, além dos efeitos hipoglicémicos, propriedades
antilipémicas e hepatoprotetoras.

O género Eugenia sp apresenta, na literatura, um histérico de uso como antidiabético,
conforme relatado por Jelastin, Tresina e Mohan (2011), Chatterjee e colaboradores (2012) e
Sales e colaboradores (2014). Somando-se este fato a informacéo de que a espécie Eugenia
florida DC apresenta poucas informacdes relatadas no seu uso como hipoglicemiante, torna-se

uma escolha promissora para que estes estudos possam ser feitos.
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3 OBJETIVOS

As secdes a seguir denotaram os objetivos do presente trabalho.

3.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem, por objetivos, realizar o estudo quimico e biolégico dos

extratos obtidos das folhas de Eugenia florida DC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o extrato hidroetandlico seco e os macerados das folhas da espécie Eugenia
florida DC;

¢ Realizar a triagem e a caracterizac¢do quimica por CCD e FIA-ESI-IT-MS dos extratos;

e Quantificar, por métodos espectrofotométricos, os teores de fenois totais, flavonoides

e taninos nos extratos;

e Avaliar as atividades bioldgicas dos extratos.

4 MATERIAIS E METODOS
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As secdes a seguir denotaram a metodologia adotada no presente trabalho.

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie Eugenia florida DC foram coletadas as 10 horas, em abril de
2014, no sul do Estado de Minas Gerais, proximo a Fazenda Cachoeirinha, municipio de
Alfenas, em uma area de cultivo de café, sob as coordenadas geograficas W 045°56°07.8*" ¢ S
21°33°51.7”’. Os dados de coleta e as coordenadas do local foram fornecidos pelo Prof. Dr.
Flavio Nunes Ramos, do Instituto de Ciéncias da Natureza — Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG).

4.2 DEPOSITO DA EXSICATA

A exsicata foi depositada e registrada no Herbario da Universidade Federal de
Alfenas, campus Alfenas-MG, sob o numero de registro 2562. A espécie ja havia sido
identificada anteriormente pelo professor Dr. Geraldo Alves da Silva, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (UNIFAL-MG).

4.3 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas coletadas foram dispostas em camadas finas, sendo submetidas a secagem
em estufa de circulagdo e renovacdo de ar (Solab® SL 102), a 45°C, durante 72 horas. A
temperatura da estufa foi controlada por meio de termostato e de termdmetro, os quais

garantiram a homogeneidade no processo.
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Ap0s a secagem, o material vegetal passou por uma divisdo grosseira, seguida pela
pulverizagio em moinho de facas (Cienlab® CE 430). O p6 obtido foi armazenado em frascos

de vidro &mbar devidamente rotulados.

4.4 DETERMINACAO DA PERDA POR SECAGEM

Cerca de 20 g do material vegetal fresco foram colocados para secagem em estufa de
ar circulante a temperatura de 45°C. O material vegetal foi pesado diariamente até o peso
constante e os resultados foram expressos em perda de substdncias volateis e/ou de agua
percentual, pela média de trés determinacdes. As amostras foram pesadas em um tempo pré-
estabelecido, de 6 em 6 horas (MELLO; PETROVICK, 2000).

4.5 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA

Os pos obtidos, ap6s a moagem, foram padronizados quanto ao seus tamanhos médios
de particula, segundo os critérios especificados pela Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo
(BRASIL, 2010). Para isto, foram utilizados tamises de malhas 180, 250, 355, 500, 710 e 850
um, do menor para 0 maior didmetro, e um agitador eletromagnético Bertel®.

Inicialmente foi feita a regulagem do reostato, na finalidade de calibrar a intensidade
da vibracdo. Para isto, 60 g do p6 a ser analisado foram colocados no tamis mais fino da série
escolhida e efetuou-se a tamisacdo com o conjunto de 6 tamises selecionados, nas
intensidades de vibracdo 1, 3, 5, 7 e 9, durante 2 minutos. De posse desses dados, a vibracdo
foi regulada de acordo com o peneiramento que apresentou o melhor rendimento; no caso, foi
escolhida a vibracdo de numero 7. Com a vibracdo ja pré-selecionada, 120 g da amostra foram
pesados e transferidos para o tamis de malha 850 um e submetidos a vibragdo por 15 minutos.
Apbs o término do tempo, a amostra retida em cada tamis foi removida, transferida para um
papel impermeavel e pesada.

Em seguida, os tamanhos médios das particulas foram mensurados e a distribuicdo das

particulas foi expressa pela referéncia a abertura nominal da malha dos tamises utilizados.
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Para o célculo do tamanho médio das particulas (Ty,) foi utilizada a seguinte expressdo, dada
por Ansel, Popovich e Allen Jr (2000):

Tm = [ (% retida) x (abertura média)] / 100.

4.6 OBTENCAO DOS EXTRATOS SECOS

O preparo do extrato seco das folhas de Eugenia florida DC foi realizado no
Laboratdrio de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e no Laboratério de Farmacognosia da
UNIFAL-MG.

O po obtido foi submetido ao método de extracdo exaustivo de percolacdo simples,
segundo Prista, Alves e Morgado (2008). O processo teve inicio com 0 intumescimento
prévio do p6 com etanol 70% (v/v) durante 1 hora fora do percolador. Apds esse periodo, 0
percolador foi empacotado com a mistura de p6 + etanol 70% v/v da forma mais homogénea
possivel, evitando a formacao de bolhas ou de caminhos alternativos dentro do percolador. O
alcool foi adicionado aos poucos, até cobrir a superficie do po, e a mistura foi deixada em
maceracdo por 48 horas. Apos este periodo, procedeu-se a percolagdo na vazdo de 1-2
mL/min.

Apds o término da extracdo por percolacdo, cerca de 50 g do residuo seco (torta)
foram pesados, separadamente, em erlenmeyers com tampa esmerilhada, e submetidos a
maceragéo por 6 dias com 500 mL dos seguintes solventes: metanol, acetato de etila, acetona
e hexano. Apds esse periodo, cada uma das solucGes extrativas foi filtrada sob vacuo.

Todos as solugdes extrativas (percolado e macerados) foram concentradas em
rotaevaporador (Fisatom® 801), & temperatura de 50°C. Posteriormente, foram congeladas e
submetidas ao processo de liofilizacdo nas condigGes ideais de presséo (380 mmHg),
temperatura (-40°C) e tempo (72 horas).

O rendimento de cada extrato seco foi calculado pela expressao:

Rendimento (%) = (massa do extrato seco/massa do material vegetal) x 100.

ApOs a obtencdo dos extratos secos, os produtos foram acondicionados em frascos

ambar e mantidos em geladeira, até o momento do uso, identificados pelas seguintes
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abreviaturas: EB (extrato bruto hidroetanélico 70% v/v), M-MeOH (macerado em metanol),
M-EtOAc (macerado em acetato de etila), M-Acet (macerado em acetona) e M-Hex

(macerado em hexano).

4.7 TRIAGENS FITOQUIMICAS PRELIMINARES POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD)

Cada um dos extratos secos de Eugenia florida foram dissolvidos, separadamente, nos
respectivos solventes utilizados nas extracdes, a fim de se obter uma concentracdo de 1,0
mg/mL. As analises cromatograficas foram feitas em microplacas de silica gel 60 Fys4 (5X5
cm), utilizando uma mistura de acetato de etila, metanol e agua (81:11:8) como fase mdvel.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a identificacdo dos compostos quimicos presentes, 10 pL das solugdes-amostra e
de solucdes de padrdes auténticos (Sigma®) na mesma concentracdo (1 mg/mL) — quercetina,
acido galico, catequina, antraquinona e pilocarpina — foram aplicados a cada uma das placas.
Todas as placas foram submetidas a revelacdo por luz ultravioleta (UV). Em seguida, cada
placa, separadamente, foi submetida a reveladores diferentes: anisaldeido sulfirico com
aquecimento a 100°C (flavonoides, saponinas, terpenos, taninos e catequinas), NP/PEG
(flavonoides), cloreto férrico, vapores de amonia e DPPH (compostos fendlicos), solucao
alcoolica de KOH a 5% (m/v) (antraquinonas) e reativo de Dragendorff (alcaloides).

Todas as classes de substancias foram determinadas pela comparagédo das coloracfes
das manchas observadas nas placas, quando reveladas, com as coloragcfes das classes descritas
na literatura (WAGNER, BLADT; ZGAINSKY, 2009).

4.8 CARACTERIZACAO QUIMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS (HPLC-
ESI-IT-MS" E FIA-ESI-IT-MS")

As analises por HPLC-ESI-IT-MS" e FIA-ESI-IT-MS" foram realizadas no
Laboratdrio de Bioprospecgdo de Produtos Naturais da Universidade Estadual de S&o Paulo

(UNESP), Campus Experimental do Litoral Paulista (S&o Vicente-SP), sob colaboragdo e
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supervisao dos professores Dr. Vagner Vilegas e Dr2. Claudia Quintino da Rocha. Apenas o
EB foi utilizado para as analises por espectrometria de massas.

O preparo da amostra para analise foi realizado por extracdo em fase solida (SPE),
conforme a metodologia descrita por Bovanova, BrandSteterova ¢ Baxa (1998). Para isto, 5
mg do EB de E. florida DC foram dissolvidos em 3 mL de metanol grau analitico. Logo em
sequida, a solucdo foi filtrada em cartucho Sepak RP-18® e, posteriormente, em um disco de
membrana de Nylon (Flow Supply®), com 22,25 mm de didmetro e 0,22 um de tamanho de
poro.

O extrato foi analisado on-line por HPLC-ESI-IT-MS" em um espectrometro de
massas LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A separacéo por HPLC foi realizada utilizando coluna
cromatografica Waters Acquity XBridge TM BEH C;5® de tamanho de poro igual a 2,5 um e
dimensdes de 2,1 x 100 mm. A fase moével utilizada consistiu em agua (A) e metanol (B),
acrescentadas de 0,1% de acido férmico, em gradiente exploratério, iniciando com 5% a
100% de B em 10 minutos, em um fluxo de 0,4 mL/min. O eluente da coluna foi dividido por
meio de uma juncdo T, onde foram analisados on-line, ambos por ESI-MS e por detector
ultravioleta associado ao arranjo de diodos (UV-PDA), sendo 80% do efluente enviado ao
detector UV-PDA e 20% do efluente analisado por ESI-MS, no modo negativo.

Os espectros de massas foram obtidos no mesmo espectrometro de massas LCQ Fleet
da Thermo Scientific®, equipado com um dispositivo de insercéo direta da amostra via analise
por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi ionizada por electrospray (ESI) e as
fragmentacgGes foram obtidas em mdltiplos estagios (MS"), em uma interface do tipo ion-trap
(IT). O modo negativo foi escolhido para a geracdo e analise de todos os espectros. As
condicdes experimentais foram: voltagem do capilar -35 V, voltagem do spray -5000 V,
temperatura do capilar a 350°C, gas de arraste (N,) e fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa
de aquisicdo foi de m/z 100-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados

simultaneamente no espectro.

4.9 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Aliguotas de cada um dos extratos secos foram diluidas em etanol absoluto, para se
obter uma concentracdo de 250 ug/mL. A 0,5 mL de cada amostra foram adicionados 2,5 mL

do reagente de Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e em seguida, foram acrescentados aos tubos 2,0
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mL de carbonato de sédio a 4% (m/v). Os tubos foram agitados para a homogeneizagéo e
mantidos em repouso. Depois de transcorridas 2 horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, a absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® TCC 240 A, a
750 nm (correspondente ao pico de absorcdo dos Oxidos de molibdénio e de tungsténico),
ajustando o zero de absorbancia com a solugdo do branco, constituida por todos os reagentes e
0,5 mL de etanol absoluto.

Os mesmos procedimentos foram realizados com o acido galico em solugéo etanolica,
nas concentracdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 ug/mL, a fim de se obter a curva analitica:
A = 0,0124C + 0,0089, onde C é a concentracdo de acido galico e A é a absorbancia a 750
nm. O coeficiente de correlacdo obtido foi de R? = 0,9877. A quantidade de polifenéis no
extrato foi determinada por interpolacdo da absorbancia das solu¢des-amostra contra a curva
de calibragdo. Os valores foram expressos como equivalentes de &cido galico — EAG (mg de
acido gdlico/g de amostra). As analises foram realizadas em triplicata (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

4.10 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

As aliguotas de cada um dos extratos secos foram diluidas em etanol absoluto, para se
obter uma concentragdo de 500 ug/mL. A 0,5 mL de cada amostra, foram adicionados 1,5 mL
de etanol absoluto. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL da solugdo de cloreto de aluminio
hexaidratado 10% (m/v) e 0,1 mL de acetato de potassio 1,0 mol L™. O volume da solucéo foi
completado para 5 mL com 2,8 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados para a
homogeneizacdo e mantidos em repouso por 30 minutos. Por ultimo, foram feitas as leituras
em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® TCC 240 A, no comprimento de onda de 425 nm
(correspondente ao pico de absorcdo do complexo flavonoide-aluminio), ajustando o zero de
absorbancia com a solucdo do branco, constituida por todos os reagentes e 0,5 mL de etanol
absoluto.

Os mesmos procedimentos foram realizados com a quercetina em solucdo etanolica,
nas concentragcdes de 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 e 100 pg/mL, a fim de se obter a curva
analitica A = 0,0075C + 0,0216, onde C é a concentracdo de quercetina, A é a absorbéncia a
425 nm e o coeficiente de correlacdo foi de R* = 0,9982. A quantidade de flavonoides foi

determinada pela interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracéo e os
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valores foram expressos como equivalentes de quercetina — EQ (mg de quercetina/g de
amostra). As analises foram realizadas em triplicata (KALIA et al., 2008).

4.11 DETERMINACAO DO TEOR DE TANINOS

A determinacdo do teor de taninos nos extratos secos de Eugenia florida DC foi feita
segundo a metodologia descrita por Ferreira e colaboradores (2014). As andlises foram
realizadas em triplicata.

Uma aliquota de 0,01 g de cada extrato foi pesada, dissolvida em etanol e transferida
para baldes volumétricos de 10 mL. Completou-se o volume dos balGes para 10 mL com
etanol. Aliquotas de 1 mL de cada uma das solucgdes foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 2 mL de solucdo de albumina bovina 1% (m/v). Apds a precipitacdo, as amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 15 min e centrifugadas a 3000 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram dissolvidos em 4 mL de laurilsulfato
de sddio 0,5% (m/v). Apos essa etapa, adicionou-se 1 mL de solugdo de cloreto férrico 0,1%
(m/v) a cada um dos tubos. Os tubos foram homogeneizados e mantidos em repouso por 15
min. Logo em seguida, realizaram-se as leituras das solugfes em espectrofotdmetro UV-Vis
Shimadzu® TCC 240 A, no comprimento de onda de 510 nm, ajustando o zero de absorbancia
com a solucéo do branco, constituida por todos os reagentes e 1,0 mL de etanol absoluto.

Os mesmos procedimentos foram realizados com o &cido tanico em solugdo etandlica,
nas concentragcdes de 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 e 100 pg/mL, a fim de se obter a curva
analitica A = 0,0059C + 0,0014, onde C é a concentracao de acido tanico e A € a absorbancia
a 510 nm. O coeficiente de correlagdo obtido foi de R? = 0,9846. A quantidade de taninos foi
determinada pela interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracéo e os
valores foram expressos como equivalentes de acido tanico — EAT (mg de &cido tanico/g de

amostra).
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412 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIRRADICALAR PELO SEQUESTRO DE
RADICAIS DPPH

A medida da atividade sequestrante de radicais pelos extratos secos de Eugenia florida
DC foi feita através do monitoramento do sequestro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) pelos componentes das amostras, com consequente decréscimo da absorbancia de
solugdes de diferentes concentracoes.

Foram preparadas as solugGes das amostras em etanol nas concentragdes de 40; 20; 10;
5; 2,5; 1,25 e 0,625 pug/mL. Os padrdes de acido galico e de quercetina foram utilizados nas
mesmas concentracBes das amostras. Para a realizacdo das andlises, foram adicionados 2,0
mL da solugcdo das amostras a serem testadas a 0,5 mL de solu¢do do radical DPPH 0,5 mM.
A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em repouso, sob a protecdo da luz, por 30
minutos. Logo apos, foram feitas as leituras das absorbancias a 517 nm em espectrofotdmero
UV-Vis Shimadzu® TCC 240 A. Foi preparado também um branco da amostra, constituido de
todos os reagentes e 2 mL de etanol absoluto, e fez-se a leitura. O zero de absorbancia foi
ajustado com 2 mL de etanol absoluto. A medida das absorbancias das solu¢cfes das amostras
em etanol, por apresentarem uma determinada coloracdo, também foram determinadas, no
intuito de eliminar as possiveis interferéncias.

A propriedade de captura de radicais livres foi calculada em porcentagem de radicais

DPPH sequestrados, usando a seguinte equacao:

Sequestro DPPH (%) = [(Ap — Aa) / Ap] x 100,

em que Ay, é a absorbancia do branco da amostra e A; € a absorbancia da solu¢do-amostra.

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em % de
sequestro do radical DPPH e pela concentragdo que representa o sequestro de 50% de radical
DPPH, CEso (YEN; CHANG; DUH, 2005).
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4.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Todos os experimentos de avaliacdo de atividade antimicrobiana foram realizados no
Laboratdrio de Microbiologia da UNIFAL-MG, sob colaboracéo e supervisdo da professora
Dré, Amanda Latércia Tranches Dias.

Na avaliacdo do perfil de sensibilidade, foram avaliadas as concentrac@es inibitorias
minimas de 50% do crescimento (MICsp) e de 90% do crescimento (MICg). AS
determinacbes dos valores de concentragdes inibitorias foram realizadas segundo a
metodologia de microdiluicdo em caldo, conforme documento M7A6 (CLSI, 2003) para
bactérias e conforme documento M27-S4 (CLSI, 2012) para leveduras. O meio de cultura
utilizado foi o caldo Mueller-Hinton.

Os ensaios foram realizados com leveduras e bactérias padrdes American Type Culture
Collection (ATCC), tanto oportunistas como patogénicos. As leveduras utilizadas no ensaio
foram Candida albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C.
parapsilosis ATCC 22019. As bactérias testadas foram Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Escherichia coli ATCC 25922. As amostras de fungos foram mantidas em agar Sabouraud e
as bactérias, em agar BHI, a 8°C, até o0 momento da realizacdo dos testes. As suspensdes
microbianas foram preparadas em soro fisiol6gico com a turvacdo correspondente a 0,5 da
Escala de Mac Farland (aproximadamente 1,0 x 10° UFC/mL para leveduras e 5,0 x 10°
UFC/mL para bactérias).

Os extratos secos foram avaliados nas concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,625; 7,81; 3,9 e 1,95 ug/mL, em dimetilsulfoxido (DMSOQO). O solvente DMSO
também foi acrescentado no meio de cultura, nas mesmas concentracdes dos extratos, e foi
utilizado no ensaio como controle negativo. Fluconazol e cloranfenicol foram utilizados como
drogas padrdes para os fungos e para as bactérias, respectivamente. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Todos os experimentos de avaliagdo de atividade leishmanicida foram realizados no

Laboratdrio de Biologia Molecular de Microrganismos da UNIFAL-MG, sob colaboracéo e
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supervisao do professor Dr. Marcos Jose Marques. A avalia¢do da atividade leishmanicida foi
feita segundo a metodologia descrita por Diniz (2013).

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/Br/75/Josefa) foram
cultivadas, utilizando meio LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). As cepas foram mantidas em estufa BOD®, a 28°C. Para o crescimento
exponencial, foi adicionado o meio de cultura, a cada 3 dias, em cada cultura, e estas foram
submetidas a um repique semanal.

A contagem de formas promastigotas foi feita em camara de Neubauer e a
concentracdo foi ajustada para 1,0 x 10° parasitos/mL. 100 pL dessa suspensdo foram
adicionados a cada po¢o de uma placa de 24 pocos, em triplicata, contendo 1,0 mL de meio
LIT. Logo ap0s essa etapa, 6 puL de concentracdes de cada um dos extratos secos, em DMSO
(1280, 640, 320, 160, 80 e 40 ug/mL) foram adicionados aos po¢os contendo promastigotas.
Anfotericina B e pentamidina foram utilizadas como drogas de referéncia, nas mesmas
concentragOes dos extratos. Além disso, foram adicionados nas placas, em po¢os separados, 0
meio de cultura, meio + parasitos e meio + DMSO. As placas foram incubadas em estufa
BOD, a 28°C, por 72 horas.

Apos esse periodo, foram adicionados, a cada poco da placa, 100 uL de corante
resazurina a 1 mg/mL em tampdo fosfato PBS (1:9) e, ap6s 3 horas, foi realizada a leitura da
reacdo a 570 nm e a 600 nm, utilizando um leitor de microplacas. A porcentagem de inibi¢ao
da proliferacdo foi calculada a partir da formula:

% inibicdo = 100 — [ As7o — (Asoo X Ro)Tratado / Aszo — (Asoo X Ro)controle positivo] X 100,

em que As7 é a absorbancia a 570 nm, Agyo é a absorbancia a 600 nm e R, é o fator de
corre¢do, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo, ou seja, apenas
meio de cultura e resazurina, na auséncia de parasitos [Ro = (As7o /As00)].

A partir do percentual de inibicdo de cada concentracdo dos farmacos, foi calculada a
ICso (concentragdo inibitoria do farmaco, que induz 50% do efeito analisado), utilizando o
programa Biostat 5.0.
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4.15 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EM MODELOS MURINOS
DIABETICOS

Todos os experimentos de avaliagdo dos parametros bioquimicos foram realizados no
Laboratdério de Bioquimica Clinica da UNIFAL-MG, sob colaboracdo e supervisdo da

professora Dr?. Fernanda Borges de Araljo Paula.

4.15.1 Animais

A metodologia utilizada na avaliagdo da atividade antidiabética foi aprovada pelo
Comité de Etica, registrada sob o nimero 575/2014 (Anexo, CEUA — UNIFAL-MG). Os
ratos utilizados foram da linhagem Wistar, machos, com peso médio de 300 + 25 g, obtidos
no Biotério da UNIFAL-MG. Os animais foram armazenados em caixas de polietileno,
contendo 5 representantes em cada uma delas, e mantidos em temperatura ambiente (25°C),
em ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo agua e ra¢do comercial ad libitum. O peso de
todos os ratos foi monitorado de 7 em 7 dias.

Para os experimentos, os animais foram, inicialmente, aclimatados ao ambiente do
Biotério durante 1 semana e, em seguida, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
diferentes, descritos a seguir.

Grupo A (controle tratado — CT): Animais ndo-diabéticos e submetidos ao tratamento
com EB de Eugenia florida.

Grupo B (controle ndo-tratado — CN): Animais ndo-diabéticos e nao-submetidos ao
tratamento com EB de Eugenia florida.

Grupo C (diabético tratado — DT): Animais diabéticos e submetidos ao tratamento com
EB de Eugenia florida.

Grupo D (diabético ndo-tratado — DN): Animais diabéticos e ndo-submetidos ao

tratamento com EB de Eugenia florida.
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4.15.2 Inducéo do diabetes mellitus

Para induzir o diabetes nos animais, foi administrada, por via intraperitoneal, a droga
aloxano, na dose de 200 mg/kg de peso corporal, dissolvido em salina 0,9% (pH 4,5). A
glicemia casual, pelo teste de glicemia capilar usando tiras reativas, foi realizada ap6s 7 dias
da inducdo do diabetes. Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia
acima de 200 mg/dL (TANG et al., 2006).

4.15.3 Administracdo dos extratos

O EB das folhas de E. florida DC foi reconstituido em agua na concentracdo de 0,2
g/mL e administrado aos animais, por gavagem, durante 30 dias. O inicio do tratamento foi de
uma semana apo6s a inducdo e a confirmacdo do diabetes pelo teste de glicemia capilar. A dose
de extrato administrada foi de 200 mg/kg do peso do animal. Para os grupos ndo-tratados com
extrato (B e D), foi administrado, por gavagem, volume de &gua adequado aos pesos
(DHANABAL et al., 2004).

4.15.4 Obtencgbes das amostras bioldgicas

Apds 30 dias de tratamento, os animais foram mantidos em jejum alimentar por 10
horas, antes da eutanasia. No procedimento de eutanasia, os animais foram anestesiados e 0
sangue total foi colhido por puncdo cardiaca, para obtencdo de soro. Apds eutanasia, 0s rins e
figados foram retirados.

O sangue total foi colhido em tubos contendo gel separador de soro. ApOs
centrifugacdo a 1500 g por 10 minutos, o soro foi separado em tubos Eppendorf®,
identificado, congelado a 4°C e utilizado para as analises bioquimicas.

Os figados e rins foram lavados com salina 0,9%, separados em frascos de coleta
devidamente identificados e conservados a 4°C, até 0 momento do uso. O armazenamento dos

orgdos nos frascos foi feito em solucdo de tampédo fosfato (PBS) 0,1 M, acrescida dos
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seguintes inibidores enzimaticos: fenil-metilfluoridosulfoxido (PMSF) 50 pug/mL,

benzamidina 100 uM e tripsina 50 uM.

4.15.5 DeterminagGes dos parametros bioquimicos no soro dos animais

Apos a coleta de sangue por puncdo cardiaca, as dosagens de glicemia de jejum,
triglicerideos e colesterol total (CT) foram feitas pelo método enzimaético-colorimétrico
baseado na reacdo de Trinder (1969). A dosagem de creatinina foi feita pelo método de Jaffé,
descrito por Fabiny e Ertinghausen (1971). A dosagem de ureia foi realizada pelo método de
Chaney e Marbach (1961).

A concentracdo de colesterol HDL no soro foi determinada pelo método descrito por
Burstein, Scholnick e Morfin (1970). As concentracGes totais de particulas aterogénicas (n-
HDL) foram determinadas de acordo com a equacao proposta por Xavier e colaboradores
(2013):

n-HDL = CT - HDL,

em que CT é a concentracdo de colesterol total e HDL € a concentracdo de HDL.

As concentracdes de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) foram determinadas pelo método cinético-UV, usando o método de Bergmeyer,
Scheibe e Wahlefeld (1978). A concentracdo de frutosamina foi determinada pelo método
cinético-colorimétrico descrito por Baker e colaboradores (1985).

As determinacbes de glicose, ureia, creatinina, colesterol total, HDL, triglicerideos,
AST e ALT foram determinados em aparelho automatizado LabMax Plenno®. A
determinacéo da concentracdo de frutosamina foi realizada em aparelho BioPlus® Bio 2000.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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4.15.6 Preparo dos homogeneizados de rim e figado

Os tecidos renais e hepaticos, conservados sob refrigeracdo a -20°C, foram utilizados
para a obtencdo do homogeneizado. Uma parte dos tecidos foi pesada em balanca analitica
(Shimadzu® AY 220) e um volume de PBS 0,1 M (pH 7,4) foi adicionado em valor
equivalente a 4 vezes o peso do tecido. Os homogeneizados foram centrifugados a 3000 g, por
10 min a 4°C, em centrifuga refrigerada, sendo o sobrenadante utilizado para a determinacéo
da atividade sobre a peroxidacéo lipidica (JONES; ABDALLA; FREITAS, 1995).

4.15.7 Determinacgdo da concentracéo proteica

A concentracdo de proteinas nos homogeneizados de tecido renal e hepatico foi
determinada pelo método de Bradford (1976), em triplicata, utilizando-se, como padréo,
albumina bovina. A solu¢do-mée de albumina bovina foi preparada em tampéo PBS e, a partir
desta, foram preparadas 5 diluigdes com as seguintes concentracfes, em pug/mL: 0,1; 0,2; 0,4;
0,6;0,8e1,0.

Para a construcdo da curva-padrdao, 1 mL do reagente de Bradford foi misturado a 0,1
mL de cada uma das dilui¢bes da solucdo-padrdo em tubos de ensaio diferentes. Apds 10
minutos a temperatura ambiente, foram determinadas as leituras em 595 nm, em
espectrofotémetro UV/Vis Shimadzu® TCC 240 A. Como branco, foi utilizado 1 mL de
reagente de Bradford e 0,1 mL de agua destilada.

Para a determinacdo de proteinas totais nos homogeneizados, foi adicionado 0,1 mL de
cada sobrenadante com 1 mL do reagente de Bradford e procedeu-se da mesma forma que
para as solugfes-padrdo. Os valores de concentracdo proteica nos homogeneizados foram
obtidos, através da interpolacdo dos valores de absorbancia de cada leitura na equacdo da
curva-padréo, dada por A = 0,4631C + 0,0197, em que C é a concentragdo proteica e A é a

absorbancia medida a 595 nm. O coeficiente de correlacéo obtido foi de R? = 0,9963.
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4.15.8 Determinacdo da atividade sobre peroxidacéo lipidica

A determinacdo da peroxidacao lipidica foi avaliada, usando os homogeneizados de
figado e rim. Apds a obtencdo dos homogeneizados, 1,35 mL de agua destilada, 0,75 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,67% em 4acido acético glacial foram adicionados a 0,15 mL de
sobrenadante e homogeneizados por 30 segundos, em agitador de tubos Vortex®. As amostras
obtidas foram incubadas em banho-maria a 95°C, durante 60 minutos. Em seguida, foram
resfriadas em banho de gelo. A cada 0,2 mL de amostra, foram adicionados 1,8 mL de
metanol e 1,0 mL de NaOH 1,0 M. Os tubos foram homogeneizados e a leitura foi realizada
em fluorimetro, nos comprimentos de onda de 515 nm (excitacéo) e 553 nm (emissao).

Os mesmos procedimentos foram realizados com o malonaldeido (MDA) em solucao
metandlica, nas concentracBes de 0,6; 1,2; 2,4; 4,8; 9,6; 24; 48 ¢ 96 uM, a fim de se obter a
curva analitica: A = 12,255C + 33,367, onde C é a concentracdo de MDA, A € a absorbancia a
532 nm e o coeficiente de correlagdo foi de R* = 0,9970. A quantidade de MDA das amostras
foi determinada pela interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibragéo.
Os valores foram subtraidos da concentracdo de proteinas e expressos em uM de MDA/mg de
proteinas. As andlises foram realizadas em triplicata (CHEN; TAPPEL, 1996).

4.16 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar Verséo 5.3/DEX-
UFLA (Copyrigth, 1999-2010), onde se realizou a analise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Scott e Knott (1974), em nivel de significancia de 5%.

As anélises de correlacdo foram realizadas no software BioEstat, Versdo 5.0, e 0s
resultados foram obtidos pelo coeficiente de correlagdo de Spearman (r).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As secOes a seguir mostram os resultados e a discussdo pertinente de todos o0s

experimentos realizados no presente trabalho.

5.1 DETERMINACAO DA PERDA POR SECAGEM

A determinacdo da perda de agua e/ou substancias volateis nas folhas de Eugenia
florida DC foi feita segundo a metodologia descrita por Mello e Petrovick (2000), em que
cerca de 20 g do material vegetal foram colocados para secagem em estufa a 45°C e a massa
total foi monitorada em balanca analitica, de 6 em 6 horas, até que as folhas adquirissem peso
constante, apds 3 pesagens consecutivas. O ensaio foi realizado em triplicata.

Apds o tempo de 72 horas, obteve-se um peso constante do material vegetal, que teve
uma média igual a 10,11 g. A perda percentual de massa, por secagem, foi igual a 50,00%, o
que indica uma reducéo de, aproximadamente, metade do peso inicial das folhas.

A determinacdo do teor de agua e/ou substancias volateis em um material vegetal
representa um parametro da qualidade do processo de secagem e da garantia de sua
conservacdo. O valor encontrado no presente estudo encontra-se dentro dos valores
estabelecidos por codigos oficiais, 0 que indica uma secagem eficiente da matéria-prima
vegetal (COSTA et al., 2009).

A importancia da determinacdo da perda por secagem esta intimamente relacionada a
estabilidade microbioldgica da matéria-prima vegetal, pois este pardmetro expressa a
susceptibilidade do material em permitir o crescimento de fungos e bactérias. Além disso,
deve-se considerar também a estabilidade quimica, representada principalmente pelos
processos de hidrolise, que podem degradar os metabdlitos secundarios presentes na
composicao do material vegetal (NUNES et al., 2009; PEIXOTO, 2012).

Sob o ponto de vista tecnologico, é importante conhecer o conteudo de agua e/ou
substancias volateis em uma matéria-prima vegetal, para que este valor seja considerado nos
calculos de rendimento. Assim, a determinacdo da perda por secagem € um ensaio de grande

relevancia para a producéo de fitoterapicos (NUNES et al., 2009).
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Este parametro, entdo, deve ser adequadamente avaliado na selecdo das operacGes
produtivas, na manipulacdo e na selecdo das condicOes de armazenamento do material

vegetal, bem como do material de acondicionamento (MENDEZ et al., 2011; PEIXOTO,
2012).

5.2 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA

Foi feita a analise granulométrica do p6 obtido das folhas de Eugenia florida DC. Os
resultados, mostrados no histograma abaixo (Figura 4), mostram que a maioria das particulas

encontra-se na faixa granulométrica de 180 a 355 pm.

Figura 4 — Distribuicao da porcentagem do p6 das folhas de Eugenia florida DC retido em cada tamis.
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Fonte: Do autor.
Nota: ** Fundo coletor.

Sabe-se que, de acordo com os dados descritos na Farmacopeia Brasileira, 5% edigdo
(BRASIL, 2010), o p6 obtido das folhas de Eugenia florida DC pode ser classificado como

um pé moderadamente grosso, definido por apresentar particulas que passam, em quase sua
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totalidade, pelo tamis com abertura nominal de malha de 710 um e, no maximo, 40% pelo
tamis com abertura nominal de malha de 250 um.

O po6 obtido, apds a moagem no moinho de facas, apresentou particulas nao
homogéneas. Dessa forma, procedeu-se a determinacdo do tamanho médio das particulas do
po das folhas de Eugenia florida DC, através da granulometria. Os resultados estdo expressos

na Tabela 1.

Tabela 1 — Calculo do tamanho médio das particulas das folhas pulverizadas de Eugenia florida DC.

Abertura da malha Abertura média Peso retido* (g) Peso retido (%) % retida,x _
(nm) (mm) abertura média
0** 0,090 31,623 26,350 2,372
180 0,215 26,064 21,720 4,670
250 0,303 21,672 18,060 5472
355 0,423 15,828 13,190 5,579
500 0,675 13,380 11,150 7,526
710 0,780 6,624 5,520 4,306
850 0,850 4,809 4,010 3,409
120 100 33,334

Fonte: Do autor.
Nota: *Média de trés determinac¢des; **Fundo coletor.

Com base nos dados da Tabela 1, calculou-se o tamanho médio da particula, através da
equacdo de Ansel, Popovich e Allen Jr (2000), e o tamanho médio encontrado para as
particulas do pé vegetal foi de 0,333 mm.

A granulometria de pds, juntamente com outras propriedades fisico-quimicas, interfere
diretamente na qualidade do processo extrativo e do produto final. O p6 obtido para as folhas
de Eugenia florida DC classifica-se como moderadamente grosso e, por conseguinte,
apresenta particulas de tamanho maior e bastante homogéneas. Isto favorece o processo
extrativo, pois 0 pd apresenta menor quantidade de particulas finas, o que diminui a aderéncia
e a viscosidade do meio, permitindo uma maior penetracdo do solvente dentro das células
vegetais (MIGLIATO et al., 2007; MENDEZ et al., 2011).
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O p6 moderadamente grosso demonstra também a vantagem de apresentar menor
propensdo a adsor¢do de umidade, diminuindo, desta maneira, a formacéo de aglomerados de
particulas (BELLAMY; NORDON; LITTLEJOHN, 2008; MENDEZ et al., 2011).

5.3 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS SECOS

Primeiramente, o p6 obtido das folhas de Eugenia florida DC foi submetido ao método
de extracdo exaustivo de percolagdo simples, segundo Prista, Alves e Morgado (2008). Apds
0 término da percolacdo, 50 g do residuo seco foi submetido a maceracdo por 6 dias com 500
mL dos seguintes solventes, separadamente: metanol, acetato de etila, acetona e hexano. Os
rendimentos dos extratos obtidos (EB, M-MeOH, M-EtOAc, M-Acet e M-Hex) estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimentos dos extratos obtidos das folhas de Eugenia florida DC.

Quantidade inicial de Quantidade de extrato

Material Rendimento (%)

material vegetal (g) seco (g)

EB 440,55 105,27 23,89
M-MeCOH 50,01 1,18 2,37
M-EtOAc 50,11 1,16 2,32

M-Acet 50,10 1,17 2,33
M-Hex 50,02 1,13 2,26

Fonte: Do autor.
Legenda: EB — extrato bruto hidroetandélico 70% v/v; M-MeOH — macerado em metanol; M-EtOAc — macerado
em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-Hex — macerado em hexano.

Dentre todas as amostras, o extrato bruto hidroetandlico 70% v/v (EB), obtido por
percolacdo, foi o que apresentou maior rendimento (23,89%). Isso sugere que 0S COMPOStos
majoritarios presentes nesse extrato sejam 0s mais polares, ja que o solvente utilizado
apresenta um grau de polaridade suficiente para extrair tais compostos. Dentre esses
compostos, pode-se sugerir a presenca de taninos, flavonoides, acidos fendlicos e saponinas,

que s&o 0s mais comuns no género Eugenia sp (OKOH-ESENE et al., 2011).
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O processo de obtencdo de extratos, em outros solventes, possibilita a obtencdo de
compostos ativos que, muitas vezes, ndo sdo extraidos pelos liquidos extratores
convencionais, como o etanol 70% v/v. Desta forma, muitos compostos de polaridades
distintas e que favorecem a atividade bioldgica podem ser extraidos do material vegetal
(SIMOES et al., 2010). Desta forma, procederam-se as preparacdes dos macerados em
metanol, acetato de etila, acetona e hexano (M-MeOH, M-EtOAc, M-Acet e M-Hex,
respectivamente), utilizando a torta obtida apds a percolacéo.

Os macerados, de acordo com a Tabela 2, apresentaram rendimentos bem menores do
que o apresentado pelo EB, variando de 2,26 a 2,37%, aproximadamente. Isto indica que a
maior parte dos compostos ativos existentes no material vegetal foi previamente extraida pelo
processo de percolagdo, resultando em uma menor quantidade, em massa, dos macerados.
Além disso, a quantidade, em massa, de material vegetal utilizada no processo de maceragédo
foi bem menor, se comparada a quantidade usada no processo de percolagao.

No entanto, ao analisarmos o rendimento obtido pelo M-MeOH, pode-se verificar que
uma pequena quantidade de compostos polares, ndo extraidos com etanol 70%, esta presente
neste macerado. Desta forma, pode-se prever que as composi¢fes quimicas do EB e do M-
MeOH seréo bastante semelhantes entre si, mesmo em se tratando de solventes diferentes.

Os macerados M-EtOAc e M-Acet apresentaram rendimentos bastante semelhantes,
iguais a 2,32% e 2,33%, respectivamente. Os solventes usados na preparacao destes extratos,
acetato de etila e acetona, apresentam uma polaridade intermediaria que favorece a extracao
de compostos como agliconas de flavonoides e acidos fendlicos de baixo peso molecular
(RODRIGUES; GONCALVES; SILVA, 2004).

Pode-se observar que, dentre todos os macerados, 0 M-Hex foi o que apresentou 0
menor rendimento, igual a 2,265%. O hexano é um solvente bastante apolar e, com isso,
favorece a extracdo dos componentes mais apolares presentes no material vegetal de Eugenia
florida DC. Porém, segundo Simdes e colaboradores (2010), o solvente hexano pode extrair
alguns compostos como pigmentos, lipidios e ceras, que ndo apresentam interesse bioldgico
relevante. Assim, o valor desse rendimento, mesmo sendo baixo, pode estar sobrestimado,

devido a presenca dessas substancias na composicao do extrato.
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5.4 TRIAGENS FITOQUIMICAS

A andlise fitoquimica por CCD caracterizou a presenca dos constituintes majoritarios

nos extratos de Eugenia florida DC, conforme a Figura 5.

Figura 5 — Perfis cromatogréaficos dos extratos secos obtidos das folhas de E. florida DC.

1 2 3 4 56 7 2 3 4 56 1 2 3 456 7

4 56 8 1 2 3 456 1 2 3 456287

1 2 3 459 1 2 3 4 5 10

Fonte: Do autor.

Legenda: 1 — EB; 2 — M-MeOH; 3 — M-EtOAc; 4 — M-Acet; 5 — M-Hex; 6 — padrdo de
quercetina; 7 — padréo de catequina; 8 — padrdo de acido galico; 9 — padrdo de
antraquinona; 10 — padrao de pilocarpina; a — UV (365 nm); b — anisaldeido
sulfirico; ¢ — NP/PEG; d — FeCls; e — vapores de NH3; f — DPPH; g — KOH
alcoolico; h — reativo de Dragendorff.
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Nas analises por CCD, utilizou-se uma fase movel, constituida por uma mistura de
acetato de etila, metanol e agua (81:11:8), e fase estacionaria de silica-gel Fysa.

A verificacdo dos perfis cromatograficos foi realizada pela comparacao das coloracfes
das manchas observadas nas placas, apés a aplicacdo do revelador, com as coloracdes das
classes descritas na literatura (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009).

Quanto as classes de metabdlitos presentes no EB, pode-se observar, por analise no
UV (Figura 5a), uma mancha fluorescente azulada e uma verde amarelada, que sugerem a
presenca de acidos fendlicos, e uma mancha alaranjada proxima ao final da eluicdo, que
sugere a presenca de flavonoides. Em relacdo aos extratos M-MeOH, M-EtOAc e M-Acet,
observaram-se manchas avermelhadas intensas no centro e no final da placa, que podem
sugerir a presenca de antocianidinas e saponinas, respectivamente, além de algumas manchas
alaranjadas menores, que podem indicar a presenca de flavonoides. O M-Hex apresentou uma
mancha azul intensa proxima ao ponto final da corrida, que pode sugerir a presenca de
triterpenos.

Na revelacdo por anisaldeido sulfarico e posterior aquecimento a 100°C (Figura 5b), o
EB apresentou manchas de coloracdo vermelho-tijolo proximas ao ponto de aplicacdo, que
sugerem a presenca dos taninos condensados, duas manchas amareladas, que correspondem
aos flavonoides, e varias manchas avermelhadas, que podem indicar a presenca de catequinas
e taninos hidrolisaveis. Os extratos M-MeOH, M-EtOAc e M-Acet apresentaram manchas
esverdeadas no centro e no final da placa, que pode sugerir a presenca de antocianidinas e
saponinas, respectivamente.

Com o revelador NP/PEG (Figura 5c), pode-se observar que o EB apresentou algumas
manchas amareladas e alaranjadas, que sugerem a presen¢a de flavonoides da classe dos
flavonois e das flavonas, respectivamente. Nos extratos M-MeOH, M-EtOAc e M-Acet,
observaram-se algumas manchas azuladas pequenas no centro da placa, que podem sugerir a
presenca das antocianidinas. No M-Hex, ndo foi possivel a deteccdo de manchas
caracteristicas dos flavonoides.

O cloreto férrico (Figura 5d) forma manchas de coloracGes escuras na presenca de
compostos fenolicos. No EB, podem-se observar manchas de coloragdo acizentada proximas
ao ponto de aplicagdo, que sugerem a presenca de taninos condensados; e manchas
acastanhadas, que podem indicar a presenca dos flavonoides. Nos extratos M-MeOH, M-
EtOAc e M-Acet, houve a detecgdo de manchas castanho-esverdeadas, que podem sugerir a

presenca de alguns flavonoides.
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Na revelacdo com vapores de NH3 (Figura 5e), o EB apresentou algumas manchas de
coloragdo amarela, que podem indicar a presenca de flavonoides, uma mancha vermelha no
ponto de aplicacdo, que pode sugerir a presenca de taninos, e uma mancha azulada, que pode
indicar a presenca de antocianidinas. Os extratos M-MeOH, M-EtOAc e M-Acet também
apresentaram manchas azuladas no centro da placa, indicativas da presenca das
antocianidinas.

A triagem fitoquimica por CCD, usando o revelador de DPPH, sugere a presenca de
substancias fenolicas antirradicalares, evidenciadas na placa pela presenca de manchas
amareladas sobre um fundo de coloragéo violeta. De acordo com a Figura 5f, pode-se notar
que os compostos fendlicos ficaram mais concentrados no EB e no M-MeOH.

Na revelacdo com solucdo alcodlica de KOH (Figura 5g), ndo se observou, em
nenhum dos extratos analisados, a presenca de manchas vermelho alaranjadas, caracteristicas
das antraquinonas. Isto sugere auséncia desta classe de compostos. Além disso, a revelagdo
por Dragendorff (Figura 5h) também ndo mostrou a presenca de manchas vermelhas intensas
nos extratos, caracteristicas dos alcaloides, o que indica auséncia destes compostos nos

extratos analisados.

5.5 CARACTERIZACAO QUIMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Considerando as amostras utilizadas nesse estudo (EB, M-MeOH, M-EtOAc, M-Acet
e M-Hex das folhas de E. florida DC), apenas o EB foi utilizado para a analise do perfil
quimico, por espectrometria de massas, no intuito de propor possiveis moléculas responsaveis
pelas atividades bioldgicas citadas. Esta escolha foi devido ao fato de EB apresentar os
melhores resultados nos ensaios bioldgicos.

O modo negativo foi escolhido para o desenvolvimento do trabalho por haver um
favorecimento da ionizacdo dos compostos fenolicos, que, de acordo com a literatura, estdo
em maior proporcdo nas espécies do género Eugenia sp (OKOH-ESENE et al., 2011). Estes
compostos, ao perderem um proton, séo registrados como seus respectivos ions ([M-H]"). Para
esses fons, foram obtidas as MS" (fragmentacGes em multiplos estagios), o que possibilitou a
sugestdo das estruturas de algumas moléculas, baseando-se em mecanismos de fragmentac&o.

O cromatograma dos fons obtidos pela analise por HPLC-ESI-IT-MS" (TIC-MS) esta

apresentado em Apéndice, Figura XXXII. O espectro de massas do EB, no modo full scan,
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estd apresentado na Figura 6. Os picos escolhidos para a sugestdo das estruturas foram
baseados naqueles obtidos nos tempos de retengdo do TIC-MS. Os principais fragmentos
encontrados estdo indicados na Tabela 3. Em alguns picos selecionados, ndo foi possivel a

realizacdo da fragmentagcdo MS".

Figura 6 — Espectro de massas, em modo full scan, obtido do EB das folhas de Eugenia florida DC.
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Fonte: Do autor.
Tabela 3 — Espectrometria de massas por injecdo direta e ionizacdo por electrospray do EB de E. florida DC.
(continua)
Fragmentacdo por FIA-ESI-IT-MS
Massa z - L
Composto molecular [M-HT lons majoritarios Referéncia
produzidos (MS")
(1)  Glicose 162 161 ARAUJO et al., 2005.
(2)  Acido quinico 192 191 173,127,111 BASTOS et al., 2007.
LA TORRE et al.,
(3) Resveratrol 228 227 2006.
(4)  5-hidroxiresveratrol 244 243 227, 215, 137 QlU etal., 2013.
®) Ill’i'd'de'dr"ta”s“'”ona 204 293 277,249,221,207  ZHUetal., 2007,
. FERREIRA et al.,
(6) Quercetina 302 301 2014.
(7)  4-alil-1-hidroxi-2-(2’-alil-
4’-hidroxi-5’- 312 311 283 KATO et al., 2013.
metoxifenoxi)-benzeno
(8)  Acido 4-O-p- 338 337 191,173,127, 111  BARROS et al., 2012.

cumaroilquinico
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(concluséo)

Fragmentacéo por FIA-ESI-IT-MS

Composto Massa lons majoritarios Referéncia
molecular [M-H] produzidos (MS")
(9)  Acido 5-cafeoilquinico 354 353 179 AZUMA et al., 1999.
. . MISHRA; SHUKLA,;
(10) 5-a-hidroxieufeno 428 427 409 KUMAR. 2000.
(11) Quercetina-O-arabinose 434 433 301 CHARI;(;)()L;F etal,
(12) Quercetrina 448 447 301 FERREIRA etal,
2014.
(13) Rhododendrina pentosideo 460 459 327, 165 MAMMELA, 2001.
(14) Quercetina-O-glicose 464 463 301 FERRC et al.,
(15) Rhamnetina-O-glicose 478 477 315 ENGELS et al., 2012.
(16) Granatunflavanil-O-xilose 482 481 349 BAGRI et al., 2010.
(17) Distenina 515 514 497, 485, 469, 457 HORI et al., 1998.
(18) - O-galoil T 528 527 331, 169 CAO etal., 2014.
desbenzoilpaeoniflorina
(19) Procianidina B, 578 577 533, 427, 289 POUPQ)F;? etal,
SANTOS;
(20) Hyperina 596 595 433, 301 SCHRIPSEMA,;
KUSTER, 2005.
(21) Acido betulinico
heterosideo 618 617 455, 411 VIEIRA et al., 2014.
(22) Cimicifoetisideo A 620 619 487 SUN et al., 2007.
<. JAYASINGHE;
(@3) /cdodO-pD- 676 675 499, 455, 397 WANNIGAMA;
gicop J MACLEOD, 1998.
(24) Acido 3-O-cafeoil-4,5-di- 706 705 543, 529, 367, 191, JAISWAL;
O-feruoilquinico 173 KUHNERT, 2010.
(25) Kochianosideo IV 764 763 631, 455, 411 YOSH'T:‘Q\QVA etal,
(26) 27-O-B-D-glicopiranosil JAYAPRAKASAM;
fisagulina D 784 783 621,459 NAIR, 2003.
L 823, 715, 577, 533, HAMMERSTONE et
(27) Procianidina C, 866 865 425 289 al.. 1999,
(28) Isoastragalosideo | 869 868 705, 489 ZHANG et al., 2007.
(29) Clinopodisideo E 995 994 832, 670, 523 LIU; LI; OWEN, 1995.
. ZHAO; YANG;
(30) éesculusmeo B 1007 1006 844, 682, 506 HATTORI, 2001.
(31) * Acido fitolacagenico 1017 1016 854, 692, 530 MADL et al., 2006.
heterosideo
(32) GuaianinaD 1027 1026 880, 734,572, 440 ALVES et al., 1996.
1110, 1002, 865,
(33) Catequina tetramérica 1155 1154 823, 715, 577, 533, HAMMERSTONE et
425 289 al., 1999.
(34) Scillasaponina B 1267 1266 1104, 94§ég80’ 618, MIMAKI et al., 2002.

Fonte: Do autor.
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O espectro full scan do EB de Eugenia florida DC (Figura 6) apresentou alguns picos
relevantes de compostos fendlicos, cujas estruturas propostas foram baseadas em dados da
literatura (Figura 7). Merecem destaque 0s seguintes picos das moléculas desprotonadas
[M-H]’, com suas respectivas relagdes massa/carga: m/z = 161, correspondente ao composto
(1), uma molécula de glicose (ARAUJO et al., 2005); m/z = 227, correspondente a0 composto
(3), uma molécula de resveratrol (LA TORRE et al., 2006); e m/z = 301, correspondente ao

composto (6), uma molécula de quercetina (FERREIRA et al., 2014).

Figura 7 — Estruturas de alguns compostos fen6licos encontrados no EB de Eugenia florida DC.

HO
H
OH H
HO OH

H OH OH
Glicose (1) Resveratrol (3)
M =162 M =228

HO

OH Q

Quercetina (6)
M =302

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (2) (Apéndice, Fig. I) mostrou o pico-base da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z = 191. Além disso, mostrou picos em m/z = 173, que
corresponde a perda de uma molécula de 4gua (M = 18); m/z = 127, que corresponde a perda
de um radical carboxila (M = 46); e m/z = 111, que corresponde a perda de um radical
hidroxila (M = 16). Com base nessas informacGes e de acordo com a literatura, o pico de
m/z = 191 sugere a presenca do composto acido quinico (BASTOS et al., 2007). O mecanismo

de fragmentag&o proposto esté elucidado na Figura 8.
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Figura 8 — Mecanismo de fragmentacao proposto para o composto (2).

HO : OH
OH
Acido quinico [M-H] = 191 m/z =173
M =192
COOH
_‘e OH _‘e
- \\“‘@
HO® OH Ho™ I” “oH
’ OH
m/z =111
m/z =127

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (4) (Apéndice, Fig. 1) mostrou o pico-base da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z = 243. Além disso, mostrou picos em m/z = 227, que
corresponde a perda de um radical hidroxila (M = 16) e ao pico correspondente a molécula de
resveratrol; m/z = 215, que corresponde a quebra de um anel aromaético, caracteristico dos
compostos fendlicos; e m/z = 137, que corresponde a perda de um grupamento fenolico (M =
78). Com base nessas informacoes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 243 sugere a
presenca do composto 5-hidroxiresveratrol (QIU et al., 2013). O mecanismo de fragmentacéo

proposto esta elucidado na Figura 9.
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Figura 9 — Mecanismo de fragmentacéo proposto para o composto (4).

OH
OH

OH

5-hidroxiresveratrol
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N CH;_‘
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (5) (Apéndice, Fig. 1) mostrou o pico-base da molécula
desprotonada [M-H] em m/z = 293. Além disso, mostrou um pico em m/z = 277, que
corresponde ao composto intermediario formado pela abertura do anel tetraidrofurano e
consequente perda do radical hidroxila (M = 16); m/z = 249, correspondente a perda de um
fragmento de carbonila (M = 28) e consequente quebra do anel aromatico; m/z = 221,
correspondente a perda de um fragmento de carbonila (M = 28) e quebra do anel aromaético; e
um pico em m/z = 207, correspondente a perda de um fragmento de metila (M = 15). Com

base nessas informacdes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 293 sugere a presenga
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do terpenoide 1,2-dideidrotanshinona 1A (ZHU et al., 2007). O mecanismo de fragmentagéo
proposto esta elucidado na Figura 10.

Figura 10 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para 0 composto (5).

1,2-dideidrotanshinona I1A [M-H]_ =293
M =294

m/z = 277

CH,
HZC// CH,
m/z = 221 \<
s
m/z = 249 H3Co, -
H,C
m/z = 207

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (7) (Apéndice, Fig. 1) mostrou o pico-base da molécula

desprotonada [M-H]" em m/z = 311. Além disso, mostrou um pico em m/z = 283, que

CH,
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corresponde a perda de um fragmento de carbonila (M = 28) e consequente quebra do anel
aromatico. Com base nessas informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de
m/z = 311 corresponda ao composto fenolico 4-alil-1-hidroxi-2-(2’-alil-4’-hidroxi-5’-
metoxifenoxi)-benzeno (KATO et al., 2013). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta

elucidado na Figura 11.

Figura 11 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (7).
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hidroxi-5’-metoxifenoxi)- [M-H] =311
benzeno
M =312

©
s |

OH
0
O—CH;
CH,

m/z = 283
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (8) (Apéndice, Fig. V) mostrou o pico-base da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z = 337. Alem disso, mostrou um pico em m/z = 191,
correspondente a perda de um fragmento de 4-O-p-cumaroil (M = 146). Os demais picos
obtidos foram de m/z = 173, m/z = 127 e m/z = 111, cujas fragmentacOes obtidas sdo
semelhantes as do composto (2) (Fig. 9, p. 87). Com base nessas informagdes e de acordo

com a literatura, sugere-se que o pico de m/z = 337 corresponda ao composto acido 4-O-p-
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cumaroilquinico (BARROS et al., 2012). O mecanismo de fragmentagdo proposto para o pico

de m/z = 191 esta elucidado na Figura 12.

Figura 12 — Mecanismo de fragmentacgéo proposto para o pico de m/z = 191 do composto (8).

Acido 4-O-p-cumaroilquinico [M-H] =337
M =338

CoHgO»

m/z = 191

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (9) (Apéndice, Fig. V1) mostrou o pico-base da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z = 353. Além disso, mostrou um pico em m/z = 179,
correspondente a perda de um fragmento de acido glicurdnico (M = 174). Com base nessas
informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se que o composto de m/z = 353 seja um
acido fenolico esterificado com uma molécula de acido glicurénico, denominado de acido 5-
cafeoilquinico (AZUMA et al., 1999). O mecanismo de fragmentacao proposto para o pico de

m/z = 353 esta elucidado na Figura 13.
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Figura 13 — Mecanismo de fragmentacao proposto para o composto (9).

OH OH _‘

OH

v

> Miz=179

Acido 5-cafeoilquinico
M =354

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (10) (Apéndice, Fig. VII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 427. Além disso, mostrou um pico também em m/z =
409, correspondente a perda de uma molécula de agua (M = 18). Com base nessas
informagbes e de acordo com a literatura, sugere-se a presenca do terpenoide 3-o-
hidroxieufeno (MISHRA; SHUKLA; KUMAR, 2000). O mecanismo de fragmentacdo

proposto esta elucidado na Figura 14.

Figura 14 — Mecanismo de fragmentacgdo proposto para o composto (10).

CH,

HyC CHg HyC CHg HC CHs
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Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do composto (11) (Apéndice, Fig. VIII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 433. Também mostrou um pico em m/z = 301,
correspondente a perda de um fragmento de massa 132, ou seja, um acucar do tipo pentose. O
pico de m/z = 301 corresponde a aglicona da quercetina. Com base nessas informacdes e de
acordo com a literatura, o pico de m/z = 433 sugere a presenca do flavonoide quercetina-O-
arabinose (CHARROUF et al., 2007). O mecanismo de fragmentagdo proposto esta elucidado

na Figura 15.

Figura 15 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (11).

OH

Quercetina-O-arabinose
M =434

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (12) (Apéndice, Fig. IX) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 447. Também mostrou um pico em m/z = 301,
correspondente a perda de um fragmento de massa 146, ou seja, uma 6-desoxihexose. Com
base nessas informagdes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 433 sugere a presenga
do flavonoide quercetina-6-desoxihexose, também conhecido como quercetrina (FERREIRA

etal., 2014). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 16.
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Figura 16 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (12).

¥ m/z = 301

Quercetrina
M =448

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (13) (Apéndice, Fig. X) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 459. Mostrou também um pico em m/z = 327,
correspondente a perda de um fragmento de massa 132 (arabinose). De acordo com a
literatura, o pico em m/z = 327 corresponde ao composto denominado de betulosideo ou
rhododendrina. Ainda observou-se um pico em m/z = 165, correspondente a perda de um
fragmento de massa 162 (hexose). Portanto, sugere-se que a molécula em m/z = 459
corresponda a um pentosideo de rhododendrina (MAMMELA, 2001). O mecanismo de

fragmentacdo proposto esta descrito na Figura 17.

Figura 17 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para o composto 13.
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m/z = 165 H

Rhododendrina pentosideo
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Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do composto (14) (Apéndice, Fig. XI) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 463. Também mostrou um pico em m/z = 301,
correspondente a perda de um fragmento de massa 162, ou seja, uma molécula de hexose.
Com base nessas informacGes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 463 sugere a
presenca do flavonoide quercetina-O-glicose (FERREIRA et al., 2014). O mecanismo de

fragmentac&o proposto esté elucidado na Figura 18.

Figura 18 — Mecanismo de fragmentacéo proposto para o composto 14.

Quercetina-O-glicose
M = 464

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (15) (Apéndice, Fig. XII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 477. Também mostrou um pico em m/z = 315,
correspondente a perda de um fragmento de massa 162, ou seja, uma molécula de hexose. O
pico de m/z = 315 corresponde a aglicona da rhamnetina. Com base nessas informagdes e de
acordo com a literatura, o pico de m/z = 477 sugere a presenca do flavonoide rhamnetina-O-
glicose (ENGELS et al., 2012). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na

Figura 19.
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Figura 19 — Mecanismo de fragmentagéo proposto para o composto 15.

Rhamnetina-O-glicose
M =478

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (16) (Apéndice, Fig. XIII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 481. Também mostrou um pico em m/z = 349,
correspondente a perda de um fragmento de massa 132, ou seja, um agucar do tipo pentose. O
pico de m/z = 349 corresponde a aglicona do flavonoide granatunflavanil. Com base nessas
informacdes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 481 sugere a presenca do flavonoide
granatunflavanil-O-xilose (BAGRI et al., 2010). O mecanismo de fragmentacao proposto esta

elucidado na Figura 20.

Figura 20 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para o composto 16.
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Granatunflavanil-O-xilose
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Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do composto (17) (Apéndice, Fig. XIV) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 514. Notou-se, também, a presenga de picos em m/z
= 497, correspondente a perda de um radical hidroxila (M = 16); m/z = 485, correspondente ao
ion formadopela quebra do anel aromético do composto de m/z = 497; m/z = 4609,
correspondente a perda de mais um radical hidroxila; e m/z = 457, correspondente ao ion
formado pela quebra do anel aromatico do composto de m/z = 469. Com base nessas
informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z = 514 corresponda ao
tanino condensado conhecido como distenina (HORI et al., 1998). O mecanismo de

fragmentac&o proposto esté elucidado na Figura 21.

Figura 21 — Mecanismo de fragmentag&o proposto para o composto 17.

Distenina
M =515

/2 = 457 m/z = 469

Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do composto (18) (Apéndice, Fig. XV) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 527. Além disso, mostrou um pico em m/z = 331,
correspondente a perda de um fragmento de massa 196, que, segundo a literatura, corresponde
a um nucleo monoterpénico do tipo pinano interligado; e um pico de grande intensidade em
m/z = 169, devido a perda de um fragmento de hexose. O pico em m/z = 169 corresponde a
molécula de &cido galico. Com base nessas informacfes e de acordo com a literatura, sugere-
se que a molécula de m/z = 527 seja o composto fenodlico O-galoil desbenzoilpaeoniflorina

(CAO et al., 2014). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 22.

Figura 22 — Mecanismo de fragmentacao proposto para 0 composto (18).
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (19) (Apéndice, Fig. XVI) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 577. Notou-se, também, a presenca de um pico de
baixa intensidade em m/z = 533, devido a perda de dois radicais hidroxila e consequente
quebra de um dos anéis aromaticos. O pico obtido em m/z = 427 foi devido a formacéo do
diendfilo, a partir da quebra de um dos anéis insaturados da molécula, pelo mecanismo da
reacdo conhecida como retro-Diels-Alder. Por fim, o pico em m/z = 289 foi devido & quebra
da ligacdo carbono-carbono entre as unidades de flavan-3-ol, correspondente & molécula de
catequina. Com base nessas informacdes e de acordo com a literatura, o pico em m/z = 577
sugere a presenca do tanino condensado procianidina B, (POUPARD et al., 2011). O

mecanismo de fragmentacgdo proposto esta elucidado na Figura 23.
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Figura 23 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (19).

Procianidina B, )
M =578 [M-H] =577

m/z = 533

m/z = 289

Fonte: Do autor.
Legenda: RDA — retro-Diels-Alder.
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O espectro MS? do composto (20) (Apéndice, Fig. XVII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 595. Observou-se, também, um pico em m/z = 433,
devido a perda de um acucar de massa 162, ou seja, uma hexose; e um pico em m/z = 301,
sugestivo da aglicona da quercetina, formado apds a perda de um acgucar de massa 132
(pentose). Com base nessas informacdes e de acordo com a literatura, o pico de m/z = 595
sugere a presenca do flavonoide hyperina (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005). O

mecanismo de fragmentacgéo proposto esta elucidado na Figura 24.

Figura 24 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para 0 composto (20).

Hyperina
M =596

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (21) (Apéndice, Fig. XVIII) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 617. Mostrou também um pico em m/z = 455, devido
a perda de um acgucar de massa 162 (hexose), correspondente a aglicona do acido betulinico; e
um pico em m/z = 411, correspondente a perda de um fragmento de massa 44 (carboxila).
Com base nesses dados e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z = 455
corresponda a um heterosideo do acido betulinico (VIEIRA et al., 2004). O mecanismo de

fragmentacdo proposto esté elucidado na Figura 25.
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Figura 25 — Mecanismo de fragmentag&o proposto para o composto (21).
S

miz =411 *<_ OxOH
- Y,

//CHj,

Acido betulinico heterosideo
M =618

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (22) (Apéndice, Fig. XIX) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 619. Além disso, mostrou um pico em m/z = 487,
correspondente a perda de um acucar do tipo pentose (M = 132). Com base nesses dados e de
acordo com a literatura, o pico de m/z = 619 sugere a presenca da saponina cimicifoetisideo A

(SUN et al., 2007). O mecanismo de fragmentacao proposto estéa elucidado na Figura 26.

Figura 26 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para o
composto (22).

Cimicifoetisideo A
[M-H] =619

Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do composto (23) (Apéndice, Fig. XX) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 675. Observou-se, também, a presenca de picos de
m/z = 499, correspondente a perda de um acucar de massa igual a 146 (6-desoxihexose); m/z =
455, correspondente a perda de um fragmento de massa 44 (carboxila); e m/z = 397,
correspondente & perda de um fragmento de massa 58. Com base nessas informacfes e nos
dados da literatura, sugere-se a presenca da saponina denominada de é&cido 3-O-B-D-
glicopiranosilserjanico (JAYASINGHE; WANNIGAMA; MACLEQOD, 1998). O mecanismo

de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 27.

Figura 27 — Mecanismo de fragmentag&o proposto para o composto (23).

OX/OH

Acido 3-O-B-D-glicopiranosilserjanico
M =676

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (24) (Apéndice, Fig. XXI) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 705. Além disso, mostrou picos em m/z = 543,
correspondente a perda de um fragmento de massa 162 (grupo feruloil); m/z = 529,
correspondente a perda de um fragmento de massa 176 (grupo cafeoil); m/z = 367,
correspondente a perda de um grupo feruloil e um grupo cafeoil; m/z = 191, correspondente a
perda de mais um grupo cafeoil; e m/z = 173, ocorrespondente & perda de uma molécula de
agua (M = 18). Com base nesses dados e de acordo com a literatura, sugere-se a presenca do
composto fendlico &cido 3-O-cafeoil-4,5-di-O-feruloilquinico (JAISWAL; KUHNERT,

2010). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 28.
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Figura 28 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para 0 composto (24).
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (25) (Apéndice, Fig. XXI1) mostrou o pico-base da

molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 763. Além disso, mostrou picos em m/z = 631,
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devido a perda de um acglUcar de massa 132 (pentose); m/z = 455, devido a perda de um
fragmento de massa 176 (acido glicurénico); e m/z = 411, devido a perda de um fragmento de
massa 44 (carboxila). Somando-se estas informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se
que o pico de m/z = 763 corresponda a saponina denominada de kochianosideo 1V
(YOSHIKAWA et al., 1997). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na
Figura 29.

Figura 29 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o
composto (25).
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (26) (Anexo, Fig. XXIIl) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 783. Além disso, mostrou picos em m/z = 621,
correspondente a perda de uma molécula de hexose (M = 162), e em m/z = 459, devido a
perda de outro fragmento de hexose. Com base nessas informacOes e de acordo com a
literatura, o pico em m/z = 783 sugere a presenca da saponina 27-O-f-D-glicopiranosil
fisagulina D (JAYAPRAKASAM; NAIR, 2003). O mecanismo de fragmentagdo proposto

esta elucidado na Figura 30.
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Figura 30 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para o
composto (26).
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Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (27) (Apéndice, Fig. XXIV) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 865. Além disso, mostrou picos em m/z = 837,
devido a perda de um radical hidroxila (M = 16) e consequente rearranjo conformacional de
um dos anéis aromaticos; m/z = 809 e m/z = 781, devido a0 mesmo mecanismo descrito
anteriormente; m/z = 659, devido a formacdo de um dieno6filo pelo mecanismo de retro-Diels-
Alder; m/z = 521, devido a perda de um fragmento de massa 138; m/z = 399, devido a
formacdo de outro diendfilo; m/z = 261, devido a perda de outro fragmento de massa 138; e,
por Ultimo, um pico em m/z = 139, devido & formacdo do terceiro diendfilo. O espectro MS?
do composto (33) (Anexo, Fig. XXX) mostrou o pico-base da molécula desprotonada [M-H]
em m/z = 1154. Os picos obtidos nos valores de m/z = 1126, 1098, 1069, 1041, 919, 781, 659,
521, 399, 261 e 139 apresentaram mecanismos de fragmentacdo semelhantes aos descritos
para o composto (27). Com base nessas informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se
que os picos em m/z = 865 e em m/z = 1154 correspondam aos compostos procianidina C, e
catequina tetramérica, respectivamente (HAMMERSTONE et al., 1999). As estruturas destes

dois compostos estdo elucidadas na Figura 31.
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Figura 31 — Estruturas quimicas dos compostos (27) e (33).

Procianidina C,
M = 865

Catequina tetramérica
M =1154

Fonte: Do autor.
Legenda: a — composto (27); b — composto (33)

O espectro MS? do composto (28) (Apéndice, Fig. XXV) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 868. Além disso, mostrou picos em m/z = 705,
devido a perda de um aclcar de massa 162 (hexose), e em m/z = 489, devido a perda de um
fragmento de massa 216, correspondente a um acucar di-esterificado do tipo pentose. Com
base nessas informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z = 868
corresponda a saponina denominada de isoastragalosideo | (ZHANG et al., 2007). O

mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 32.
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Figura 32 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para 0 composto
(28).

Isoastragalosideo |
[M-H] =868

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (29) (Apéndice, Fig. XXVI) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z = 995. Além disso, mostrou picos em m/z = 832,
devido a perda de um acucar do tipo hexose (M = 162); m/z = 670, devido a perda de outro
acucar do tipo hexose; e m/z = 523, devido a perda de um acgucar do tipo desoxi-hexose (M =
146). Somando-se estas informacdes e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z
= 995 corresponda a saponina denominada de clinopodisideo E (LIU; LI; OWEN, 1995). O

mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 33.
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Figura 33 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para 0 composto
(29).

©

Clinopodisideo E
M =996

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (30) (Apéndice, Fig. XXVI1) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 1006. Observaram-se, também, picos em m/z = 844,
devido a perda de um acucar do tipo hexose (M = 162); m/z = 682, devido a perda de outro
acucar do tipo hexose; e m/z = 506, devido a perda de um fragmento de acido glicurénico (M
= 176). Com base nesses dados e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z =
1006 corresponda a saponina denominada de aesculusideo B (ZHAO; YANG; HATTORI,

2001). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 34.
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Figura 34 — Mecanismo de fragmentag8o proposto para o composto (30).

m/z = 506

m/z = 682 »
COOH \

Aesculusideo B
[M-H] = 1006

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (31) (Apéndice, Fig. XXVI111) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 1016. Observaram-se, também, picos em m/z = 854,
692 e 530, correspondentes a perda sequencial de agucares do tipo hexose (M = 162). O pico
em m/z = 530 corresponde a aglicona do acido fitolacagénico. Com base nessas informacdes e
de acordo com a literatura, sugere-se que 0 pico em m/z = 1016 corresponda a um heterosideo
do acido fitolacagénico (MADL et al., 2006). O mecanismo de fragmentacdo proposto esta

descrito na Figura 35.



106

Figura 35 — Mecanismo de fragmentag8o proposto para o composto (31).

Acido fitolacagénico heterosideo
[M-H] = 1016

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (32) (Apéndice, Fig. XXIX) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 1026. Além disso, mostrou picos em m/z = 880,
devido a perda de um acuUcar do tipo desoxi-hexose (M = 146); m/z = 734, devido a perda de
outra molécula de desoxi-hexose; m/z = 572, devido a perda de um acucar do tipo hexose (M
= 162); e m/z = 440, devido a perda de um acucar do tipo pentose (M = 132). Com base nesses
dados e de acordo com a literatura, sugere-se que o pico de m/z = 1026 corresponda a
saponina denominada de guaianina D (ALVES et al., 1996). O mecanismo de fragmentacao

proposto esta elucidado na Figura 36.
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Figura 36 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (32).

m/z =734

Guaianina D
[M-H] = 1026

Fonte: Do autor.

O espectro MS? do composto (34) (Apéndice, Fig. XXXI) mostrou o pico-base da
molécula desprotonada [M-H] em m/z = 1266. Além disso, mostrou picos em m/z = 1104,
942, 780 e 618, correspondentes as perdas sequenciais de agucares do tipo hexose (M = 162);
e em m/z = 486, correspondente a perda de um agucar do tipo pentose (M = 132). Somando-se
estas informac6es e de acordo com dados da literatura, sugere-se que o pico de m/z = 1266
corresponda ao composto denominado de scillasaponina B (MIMAKI et al., 2002). O

mecanismo de fragmentacdo proposto esta elucidado na Figura 37.
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Figura 37 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para o composto (34).

m/z = 486

m/z = 942

Scillasaponina B
[M-H] = 1266

Fonte: Do autor.

Ao se comparar 0 MS em modo full scan com a triagem fitoquimica e com 0s
cromatogramas em CCD, pode-se dizer que ha concordancia entre as classes e moléculas
sugeridas, como os flavonoides, os taninos, os acidos fendlicos, os triterpenoides e as

saponinas.
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5.6 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES E
TANINOS

Considerando todos os dados apresentados na literatura e atraves dos dados
evidenciados nos espectros de massas (MS) obtidos para os extratos de Eugenia florida DC,
foram realizadas as quantificacdes dos teores de fendis totais, flavonoides e taninos, em cada

um dos extratos preparados. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Teores de fendis totais, flavonoides e taninos nos extratos das folhas de Eugenia florida DC.

Amostra Fenois totais Flavonoides Taninos
(mg EAG/g extrato) (mg EQ/g extrato) (mg EAT/g extrato)
EB 25,82 + 0,85° 8,42 +1,13° 7,30 £ 1,06d
M-MeOH 20,57 £ 0,43° 7,21+0,97° 3,66 +£0,33°
M-EtOAc 23,91+ 0,82¢ 5,90 + 1,34° 2,24 +0,68°
M-Acet 17,20 + 0,64 5,32 +1,42° 2,64+0,61°
M-Hex 9,26 + 1,032 3,95+ 1,22% 0,72+0,32%

Fonte: Do autor.

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Os resultados de cada teste foram analisados
separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto hidroetanélico 70% v/v; M-MeOH —
macerado em metanol; M-EtOAc — macerado em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-
Hex — macerado em hexano; EAG — equivalentes em 4cido galico; EQ — equivalentes em quercetina;
EAT — equivalentes em &cido tanico.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, observou-se que 0s extratos
EB e M-EtOAc foram os que apresentaram os maiores teores de compostos fenoélicos (25,82 +
0,85 e 23,91 + 0,82 mg EAG/g, respectivamente), seguidos pelo M-MeOH (20,57 + 0,43 mg
EAG/g) e M-Acet (17,20 + 0,64 mg EAG/g). O macerado em hexano, M-Hex, foi o que
apresentou o menor teor de fendis totais, equivalente a 9,2 + 1,0 mg EAG/g.

Em relacdo ao teor de flavonoides, os extratos EB e M-MeOH apresentaram
concentragdes bastante proximas entre si, com valores equivalentes a 8,42 + 1,13 e 7,21 + 0,9
mg EQ/g, respectivamente, assim como 0s extratos M-EtOAc e M-Acet, cujas concentracdes

foram um pouco menores, equivalentes a 5,90 + 1,32 e 5,32 + 1,4 mg EQ/g, respectivamente.
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O M-Hex foi, da mesma forma como para polifendis totais, 0 que apresentou a menor
concentracdo, dada por 3,95 + 1,22 mg EQ/g.

Na determinacdo do teor de taninos, o EB foi novamente o que apresentou a maior
concentracdo (7,30 + 1,06 mg EAT/g), seguido por M-MeOH (3,66 + 0,33 mg EAT/g), M-
Acet (2,64 + 0,61 mg EAT/g), M-EtOAc (2,24 + 0,68 mg EAT/Q) e, por ultimo, M-Hex (0,72
+ 0,32 mg EAT/Q).

Os compostos fendlicos sdo largamente distribuidos nas plantas e tém varias
atividades biolégicas comprovadas, destacando-se a prevencdo e tratamento de muitas
doencas, como diabetes, estresse oxidativo, infeccbes microbianas e leishmaniose, dentre
outras (FANG et al., 2015).

Trata-se de um grupo quimicamente heterogéneo, em que a maioria dos compostos é
soltivel em solventes polares, como agua e etanol, porém muitos deles solubilizam-se apenas
em solventes organicos de média polaridade, como o acetato de etila. De acordo com o0s
resultados, pode-se justificar, desta forma, a maior concentracdo desses compostos nos
extratos EB e M-EtOAc, ja que a eficiéncia do processo extrativo desses compostos, usando
os dois solventes relacionados, foi relativamente maior (SIMOES et al., 2010).

A quantificacdo espectrofotométrica de substancias fenolicas é realizada por varias
técnicas, entretanto a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau é uma das mais utilizadas.
Este reagente consiste da mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotungsténico, no qual o
molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo VI, com coloracdo amarela.
Na presenca de compostos fendlicos e solucdo de carbonato de sddio (Na,COs), ocorre uma
reacao acido-base e formam-se os anions fenolatos; estes, na presenca do reagente de Folin-
Ciocalteau, geram complexos de molibdénio e tungsténio, de coloracdo azul, cuja intensidade
de cor determina um valor de absorbancia especifico, conforme a Figura 38 (OLIVEIRA et
al., 2009).
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Figura 38 — Reacdo do acido galico com o molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocalteau.

COOH )
CO0

+ 2Mo™ Na,CO; + 2Mo” + 2H"

HO OH
OH

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009.

Vale ressaltar que, apesar do método de Folin-Ciocalteau ser muito utilizado para
estimar conteudo de compostos fendlicos em diversos extratos vegetais, ele é capaz de
interagir também com compostos ndo fenolicos, como agucares e metais, podendo resultar em
valores superestimados de fenois totais. Sendo assim, alguns autores sugerem que 0S
resultados obtidos por meio desta metodologia devem ser interpretados como uma estimativa
da capacidade redutora total das amostras analisadas (IKAWA et al., 2003).

Correlacionando-se os resultados para fendis totais, com o tipo de solvente utilizado
na extracdo e com as caracterizacdes quimicas realizadas neste estudo, sugere-se a presenca
de compostos fendlicos bastante polares em EB, com destaque para aqueles que estdo na
forma heterosidica, ou seja, ligados a cadeias de agUcares, e que, por isso, apresentam uma
solubilidade bem maior em solventes mais polares, como o etanol 70% (v/v). Porém, em M-
EtOAc, que apresenta uma polaridade intermediaria, sugere-se a presenca de agliconas e
acidos fendlicos de baixo peso molecular em maiores concentragdes. Segundo Omar e
colaboradores (2012), os compostos fendlicos das classes dos heterosideos e dos &cidos
organicos sdo abundantes nas espécies do género Eugenia sp.

Um dos fatos que justificam a expressiva presenca dos flavonoides dentre os
compostos presentes naturalmente no reino vegetal é a sua capacidade de protecdo das plantas
contra a radiacdo ultravioleta. Os flavonoides, devido a presenca de anéis aromaticos
associados a hidroxilas em suas estruturas quimicas, tém a capacidade de captacdo da
radiacdo e estabilizagdo da mesma, evitando, assim, danos no material genético do vegetal
(WU et al., 2015).

Os flavonoides também sdo relevantes, no que se refere a seus beneficios a saude,
decorrente das expressivas atividades antioxidantes. Os grupos funcionais hidroxila em

flavonoides medeiam os efeitos antioxidantes por eliminacdo dos radicais livres e/ou por
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quelacdo de ions metélicos, o que pode ser crucial na prevencdo de danos a biomoléculas
(KUMAR; PANDEY, 2013).

O meétodo espectrofotométrico para determinar o teor de flavonoides baseia-se na
propriedade do cétion aluminio (AI**) de formar complexos estaveis com os flavonoides em
etanol ou metanol, conforme a Figura 39. Na analise, ocorre o desvio da absorbancia para
comprimentos de onda maiores (desvio batocromico), bem como a intensificacdo da absorgéo
(desvio hipercrémico). A leitura é feita em espectrofotbmetro a 425 nm, onde os &cidos
fendlicos e outras substancias fendlicas, diferentes dos flavonoides, ndo absorvem em
presenca de cloreto de aluminio, AlCl; (WOLLENWEBER et al., 1998; KALIA et al., 2008).

Figura 39 — Formagdo do complexo entre flavonoide (quercetina) e o aluminio.

HO

HO,

Al

Fonte: Adaptado de WOLLENWEBER et al., 1998.

Quando os extratos obtidos das folhas de Eugenia florida DC s&o comparados, quanto
ao teor de polifendis totais, a extratos de plantas ricas como o cha-verde (Cammelia sinensis),
que apresenta em torno de 30 a 55 mg/g desses compostos, pode-se observar que EB, M-
MeOH e M-EtOAc apresentaram teores ndo muito inferiores de fenois, cujos valores variaram
entre 25,8, 20,1 e 23,9 mg/qg, respectivamente (PEREIRA et al., 2014).

Ramful e colaboradores (2011) realizaram estudos de determinacéo do teor de fenois
totais e flavonoides do extrato aceténico 70% (v/v) das folhas de “boi-de-Clous” (Eugenia
pollicina), uma planta tipica das llhas Mauricio, continente Africano. Os pesquisadores
obtiveram um teor de 77 mg EAG/g para fendis totais e 12 mg EAG/g para flavonoides, cujos

valores foram bem superiores aos encontrados no presente trabalho, para o M-Acet, e também
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nos trabalhos com plantas ricas em polifendis, como o de Pereira e colaboradores, (2014),
citado anteriormente.

Neri-Numa e colaboradores (2013) obtiveram um teor de fendis totais igual a 18,40
mg EAG/g no extrato hidroetanolico 95% (v/v) dos frutos do araca-boi (Eugenia stipitata Mc
Vaugh). O liquido extrator, utilizado no presente trabalho, foi o etanol 70%, que foi
responsavel por uma maior eficiéncia de remoc¢do dos compostos fendélicos; porém, no estudo
de Neri-Numa, foi utilizada uma solucéo hidroetanolica 95% como solucgédo extrativa. Outro
dado importante a ser mencionado ¢é a parte da espécie utilizada na extracdo. No presente
estudo foram utilizadas as folhas, enquanto no de Neri-Numa foram utilizados os frutos.

Galeno e colaboradores (2014) determinaram os teores de polifendis totais e
flavonoides existentes no extrato aquoso obtido das folhas de pedra-ume-caa (Eugenia
punicifolia) e obtiveram um valor de 21,6 mg EAG/g e 2,62 mg EQ/g, respectivamente. O
resultado encontrado para o teor de polifendis totais mostrou-se bastante proximo aos
encontrados no presente estudo para EB, M-MeOH, M-EtOAc e M-Acet, porém o teor de
flavonoides se mostrou bastante inferior, em comparacao a todos os valores encontrados para
0s extratos estudados. Porém, deve-se levar em consideracdo que o extrato utilizado pelos
pesquisadores acima relatados foi de natureza aquosa, sugerindo que os liquidos extratores
usados no preparo dos extratos de Eugenia florida DC foram mais eficientes na remocéo dos
flavonoides do tipo heterosideos, associada ao processo de aquecimento da &gua durante a
extracéo.

John e colaboradores (2014) realizaram a determinacdo do teor de fendis totais e
flavonoides nos extratos em etanol, metanol, aquoso e acetato de etila das folhas do
katukorandi (Eugenia singampattiana), uma espécie encontrada na India e usada por tribos
indigenas no tratamento de reumatismos e doencas do aparelho respiratorio. Os pesquisadores
verificaram que o extrato etandlico apresentou teor de polifendis igual a 21,58 mg EAG/qg,
seguido pelos extratos metandlico (17,84 mg EAG/g), aquoso (15,00 mg EAG/Qg) e acetato de
etila (4,09 mg EAG/g). Os resultados encontrados para os extratos etandlico e metandlico
foram bem préximos aos encontrados para EB e M-MeOH no presente estudo, porém estes
ultimos se mostraram um pouco superiores. No caso do M-EtOAc, os resultados encontrados
foram bem maiores, se comparados ao trabalho destes pesquisadores. Com relacédo aos teores
de flavonoides, no entanto, os extratos etandlico e metandlico apresentaram teores de
flavonoides bem maiores do que para EB e M-MeOH (9,10 e 12,91 mg EQ/qg,

respectivamente).
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Os taninos tém sido alvo de diversos estudos, sendo que a maioria deles abordam as
diferentes interacBGes ecoldgicas entre taninos de vegetais e herbivoros. Algumas pesquisas
sobre atividade bioldgica dos taninos evidenciaram importante acdo contra determinados
microrganismos. Além disso, podem agir como anti-inflamatdrios, cicatrizantes e inibidores
da transcriptase reversa em virus HIV (MONTEIRO et al., 2005).

O conteudo total de taninos em uma determinada amostra pode ser determinado
experimentalmente de diversas formas. Porém, o que apresenta menor interferéncia e que
reflete biologicamente a acdo desses compostos € 0 método de Hagerman, baseado na reacéo
de precipitacdo desses compostos com albumina e subsequente complexagdo com uma
solucdo de cloreto férrico (FeCls). A intensidade de coloracéo da solugdo é, entdo, medida em
espectrofotdbmetro a 510 nm, sob uma curva padrdo de acido tanico (FERREIRA et al., 2014).

Ferreira e colaboradores (2014) determinaram os teores de taninos totais em amostras
de extratos etanolicos de folhas e cascas do caule de Eugenia calycina. Os autores
encontraram concentragdes de 2,43 mg EAT/g no extrato das folhas e 1,18 mg EAT/g no
extrato da casca dos caules. O valor apresentado para o teor de taninos no extrato das folhas
mostrou-se bem inferior ao demonstrado para o EB, no presente estudo.

As diferencas encontradas nos teores de fendis totais, flavonoides e taninos do
presente trabalho, em relacdo aos diversos estudos, devem-se as modificacdes de diversos
parametros empregados na obtengdo dos extratos. Como parametros, podem-se destacar 0s
processos de coleta do material vegetal (data, horéario, local), 0 método extrativo usado, o
solvente extrator, os processos de interacdo ecoldgica da planta com o ambiente, a idade e o
estagio de desenvolvimento do vegetal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MARTINS, 2012).

Além disso, as condi¢Bes ambientais, como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
radiacdes, altitude, sazonalidade, disponibilidade de &gua e composicdo atmosférica,
interferem diretamente na producdo dos metabolitos secundarios de interesse bioldgico e
farmacoldgico (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MARTINS, 2012).

Deve-se destacar também que as diferencas encontradas nos teores de taninos, nos
diferentes trabalhos da literatura, também estdo relacionadas com as diferentes metodologias
quantitativas empregadas no doseamento desses compostos nos extratos vegetais (SIMOES et
al., 2010).
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIRRADICALAR PELO SEQUESTRO DE
RADICAIS DPPH

O método de avaliagdo da atividade antirradicalar, usando DPPH, é um dos mais
utilizados. O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) ¢ um radical estavel de cor parpura, que,
apos ser reduzido pelo composto antirradicalar, forma o difenil-picril-hidrazina, de coloragéo
amarela. A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é determinada pela
capacidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estavel DPPH. A reacdo
caracteristica deste teste esta indicada na Figura 40 (SILVA, 2014).

Figura 40 — Reacdo de oxidorreducdo entre a molécula antirradicalar (RH) e a substancia
sequestradora de radicais (DPPH).
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2014.

Os resultados de avaliacdo da atividade sequestrante de radicais DPPH, pelos extratos de

Eugenia florida DC, estdo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 — Atividade sequestrante de radicais DPPH com os extratos das folhas de Eugenia florida DC.
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Fonte: Do autor.
Legenda: EB — extrato bruto hidroetanolico 70% v/v; M-MeOH — macerado em metanol; M-EtOAC —
macerado em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-Hex — macerado em hexano.

As amostras foram analisadas nas concentragfes de 0,625 a 40 pg/mL. Quercetina e
acido gélico foram utilizados como padrBes, nas mesmas concentracdes das amostras.

Por meio da andlise do grafico, pode ser observado que o EB apresentou um potencial
de atividade sequestrante de radicais DPPH bem préximo aos padrdes de quercetina e acido
galico, considerados compostos que apresentam uma alta atividade antirradicalar. Porém, a
atividade mostrou-se decrescente, a medida que a concentragdo de EB diminuiu. Na
concentragdo de 40 ug/mL, o EB conseguiu atingir quase 80% de sequestro de radicais
DPPH.

Os demais extratos (M-MeOH, M-EtOAc, M-Acet e M-Hex) apresentaram potenciais
de sequestro de radicais DPPH bem menores do que o EB e do que os padrbes de quercetina e
acido galico, o que indica uma menor atividade antirradicalar dessas amostras. Semelhante ao
EB, a atividade dos demais extratos mostrou-se decrescente, a medida que as concentracoes
foram diminuindo. Nos resultados da Figura 41, pdde-se observar que EB apresentou a maior
atividade antirradicalar e, consequentemente, foi 0 que apresentou o maior contetdo de fendis
totais, flavonoides e taninos, conforme descrito na Tabela 4, p. 109. Esta correlacdo, no

entanto, ndo foi observada para com M-MeOH e M-EtOAc, pois M-EtOAc apresentou
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maiores conteidos de fendis totais e flavonoides do que M-MeOH e uma menor atividade
antirradicalar.

De acordo com a literatura, a concentragdo de compostos fenolicos e/ou flavonoides
em um determinado extrato pode ter ou ndo relacdo direta com a atividade antirradicalar do
mesmo. Segundo Cabello-Hurtado, Gicquel e Esnault (2012), existem grandes dificuldades de
se estabelecerem regras para essas correlacdes, pois 0s compostos fendlicos podem interagir
entre si ou com outros metabolitos secundarios existentes na composicao do material vegetal.
Essas interaces podem levar ao sinergismo desses metabolitos, aumentando ou diminuindo o
potencial antirradicalar.

A atividade antirradicalar dos flavonoides depende do arranjo dos grupos funcionais
sobre a estrutura molecular do composto. A configuracdo dos anéis, o grau de substituicdo e o
nimero de grupos hidroxila influenciam substancialmente nos mecanismos de atividade
antioxidante, como na eliminacdo de radicais livres e na capacidade de complexacdo com
alguns metais (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; PANDEY; MISHRA; MISHRA,
2012).

A melhor interpretacdo dos resultados do método do DPPH é por meio da ECs
(concentracdo efetiva necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solucdo). Esse
método foi introduzido por ser de facil interpretacdo e preciso, sendo muito utilizado na
analise de compostos antirradicalares obtidos de frutos e extratos vegetais. Quanto menor o
valor de CEsp, maior a atividade antirradicalar (ATMANI et al., 2009).

Neste sentido, foram determinados os valores de concentracdo necessarios para
exercer 50% (CEsp) da atividade antirradicalar nos extratos secos de E. florida DC. Os
resultados estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Valores de CEs, (ug/mL) obtidos na avaliagdo de atividade antirradicalar dos extratos das folhas de
Eugenia florida DC, utilizando o método de DPPH.

% sequestro de radical DPPH

Amostra (a 20 pg/mL) CEsp (ng/mL)

EB 64,41 + 1,48° 12,77
M-MeOH 45,25 + 0,60 35,18
M-EtOAc 38,76 £ 1,12° 77,98

M-Acet 28,14 + 0,89° 832,31

M-Hex 21,01 £0,73° 3094,51
Quercetina 86,86 + 0,43° 5,40
Acido gélico 73,51+ 0,72 2,79

Fonte: Do autor.

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Os resultados de cada teste foram analisados
separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto hidroetanélico 70% v/v; M-MeOH —
macerado em metanol; M-EtOAc — macerado em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-
Hex — macerado em hexano.

Considerando as andlises estatisticas dos resultados obtidos com a concentracdo de 20
ug/mL, verificou-se que as amostras e os padrdes apresentaram diferencas significativas no
potencial como sequestradores de radicais livres. Merece destaque o valor de CEs, para EB,
que apresentou valor um pouco superior (12,77 pg/mL), ao obtido com o padrao de quercetina
(5,40 ug/mL), indicando uma excelente atividade antirradicalar do extrato.

Quando os macerados (M-MeOH, M-EtOAc, M-Acet e M-Hex) sdo comparados ao
EB e aos padrdes, verifica-se que 0s mesmos apresentam atividade antirradicalar bem menor.
Observa-se também que os valores de CEsy para M-EtOAc, M-Acet e M-Hex (77,98, 832,31 e
3094,51 ug/mL, respectivamente) sdo maiores do que as solugdes mais concentradas
utilizadas no ensaio para todas as amostras (40 ug/mL), o que indica uma agéo antirradicalar
néo tdo expressiva.

De acordo com a identificacdo quimica, sugerida pela CCD e pela analise por
espectrometria de massas, é possivel afirmar que a diferenca nos perfis de atividade
antirradicalar, entre os diferentes extratos analisados, pode ser devido as diferentes
composigdes quimicas e concentragdes de flavonoides, taninos, &cidos fenolicos, terpenos,
dentre outros compostos, nessas amostras. Isto demonstra que o presente estudo esta em

conformidade com os dados da literatura, que confirma a presenca dessas classes de
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metabdlitos antioxidantes na familia Myrtaceae, especificamente nas espécies do género
Eugenia sp (OKOH-ESENE et al., 2011).

Siddigi e colaboradores (2013) realizaram o ensaio de atividade antirradicalar, pelo
método do DPPH, em 3 fracdes acetato de etila e em 1 fracdo metandlica, obtidas do extrato
metandlico 80% (v/v) dos frutos de Eugenia jambolana. Os autores denominaram as fragdes
de la (acetato de etila e rica em flavanois), Ib (acetato de etila e rica em flavonois), Ic (acetato
de etila e rica em acidos fenolicos) e 1l (metandlica e rica em antocianidinas). Os valores de
porcentagem de sequestro de DPPH para cada uma das fragdes, na concentracéo de 20 pug/mL,
foram, respectivamente, de 62%, 85%, 78% e 70%, sendo considerados resultados mais
significativos do que os obtidos para os extratos das folhas de Eugenia florida DC. Com isso,
é possivel estabelecer que o fracionamento em acetato de etila e/ou metanol dos extratos de E.
florida DC poderia, neste caso, concentrar os compostos antioxidantes e, desta maneira,
permitir a obtencdo de resultados mais expressivos.

Carvalho Janior e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antirradicalar, pelo
método de DPPH, dos extratos metandlicos das folhas e dos galhos da planta Eugenia
copacabanensis Kiaersk, popularmente conhecida como “princesinha de Copacabana”, e
encontraram valores de CEs iguais a 2,77 e 0,92 ug/mL, respectivamente, sendo bem mais
expressivos do que os resultados encontrados para todas as amostras, no presente trabalho. Os
autores concluiram gue a alta atividade antirradicalar demonstrada em seus estudos foi devida
a presenca de substancias fendlicas, como os flavonoides, que também foram isolados.

Galeno e colaboradores (2014) avaliaram o perfil antirradicalar do extrato aquoso de
Eugenia punicifolia, através da determinacdo do CEsy pelo método de DPPH, e encontraram
um valor correspondente a 28,84 ug/mL, bem menos significativo que o encontrado pelo EB
no presente trabalho, porém mais expressivo, em comparacdo aos demais extratos preparados.

Veber e colaboradores (2015) determinaram os valores de CEsg, para a atividade
antirradicalar por sequestro de radicais DPPH, dos extratos aquoso, etanodlico 25% e etandlico
50% das folhas e dos frutos verdes do jamboldo (Syzygium cumini L.), uma espécie
pertencente a familia Myrtaceae. Para as folhas, os valores de CEs, foram, respectivamente,
de 56,09, 32,92 e 23,07 ug/mL, em que todos foram bem menos significativos comparados ao
EB no presente trabalho (12,77 pg/mL) e mais significativos, com relagdo aos demais
extratos. Os extratos obtidos com os frutos verdes apresentaram valores de CEs iguais a 2,27,
2,93 e 3,75 pg/mL, respectivamente, que também foram mais significativos em relagdo a

todas as amostras do presente trabalho.
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A maior atividade antirradicalar demonstrada pelo EB, no presente estudo, em
comparacao aos demais extratos, é possivelmente devido a presenca de maiores concentracées
de compostos fenolicos, que foram majoritariamente extraidos pelo etanol 70% (v/v), no
método de percolacao.

Por fim, sabe-se que a atividade antirradicalar de um extrato e/ou composto esta
intimamente relacionada com a acdo positiva sobre a melhora do quadro clinico de diversas
doencas, principalmente o diabetes mellitus (PALIYATH; BAKOVIC; SHETTY, 2011). Pelo
fato de o EB ter mostrado uma maior atividade antirradicalar, foi o Unico extrato avaliado no
presente trabalho quanto ao perfil de atividade antidiabética. Além disso, tal escolha foi feita
por apresentar uma menor toxicidade quando administrado a modelos animais, conforme esta
estabelecido em alguns trabalhos da literatura, com destaque para o desenvolvido por Jelastin,
Tresina e Mohan (2011).

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes laboratoriais de sensibilidade aos antimicrobianos s&o indicados para
qualquer microrganismo que cause um processo infeccioso e exija uma terapia antimicrobiana
associada a ele. O método da determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM) é o mais
indicado. Neste ensaio, que é realizado in vitro, inicialmente sdo feitas microdiluicdes
sucessivas das amostras a serem analisadas, em meios de cultura sélidos ou liquidos. Em
sequida, fazem-se semeaduras do microrganismo a ser testado e incubacdo a temperaturas
definidas, para verificar a menor concentracdo do composto que inibiu o crescimento
microbiano. A avaliacdo é sempre comparada frente a um padréo de referéncia (CLSI, 2003).

Apoés incubagdo, o crescimento do microrganismo pode ser determinado de trés
formas: pela leitura visual direta, leitura turbidimétrica com uso de espectrofotdbmetro em
comprimentos de onda apropriados ou através da analise da viabilidade celular por corantes
indicadores, como o cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio (MTT) (DUARTE et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2009). As vantagens deste método é proporcionar mais informacoes
quantitativas, ele pode ser aplicado a uma variedade mais ampla de compostos, requerem uma
pequena quantidade de amostra, apresenta custo baixo, gera alta reprodutibilidade e

sensibilidade e possibilita um registro permanente (OSTROKSY et al., 2008).
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Os microrganismos mais utilizados nos testes de determinagdo da CIM incluem
leveduras do género Candida e bactérias das espécies Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella sp, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes e Pseudomonas
aeruginosa (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004).

Desta forma, as concentracdes inibitérias de 50% do crescimento (MICsp) e 90%
(MICgq) dos extratos de Eugenia florida DC foram determinadas sobre leveduras do género
Candida sp, bem como sobre Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva) e Escherichia
coli (bactéria Gram-negativa). Todos 0s extratos exibiram atividade antimicrobiana frente a
pelo menos um dos microrganismos testados e em concentraces que variaram entre 1,95 a
1000 pg/mL. As concentracdes correspondentes aos valores de MICsy e MICqo, bem como as
concentracdes imediatamente superior e inferior, quando plaqueadas em meio de cultura agar
Mueller-Hinton, apresentaram efeitos bacteriostaticos/fungistaticos de 50% e 90% dos
microrganismos, respectivamente.

A Tabela 6 mostra os valores de MICso e MICqy obtidos para cada uma das amostras

testadas, frente as leveduras do género Candida sp.

Tabela 6 — Avaliagdo do perfil de sensibilidade de leveduras do género Candida sp frente aos extratos das folhas
de Eugenia florida DC.

Amostra C. albicans C. krusei C. glabrata C. parapsilosis
ATCC 10231 ATCC 6258 ATCC 900300 ATCC 22019
MICso 62,5 250
EB (ng/mL)

MICy, 500 500 500 500
MICsg 62,5 250 500

M-MeOH (ug/mL)
MICg 250 1000
MICs 500 125 1000

M-EtOAc (ng/mL)
MICg 1000 500 500
MICs 250 250

M-Acet (ng/mL)
MICgy 500 1000 1000
MICs 500 250 500 500

M-Hex (ng/mL)
MICgy 1000 500
Fluconazol
MIC 0,5 32 16 1
(ng/mL) >

Fonte: do autor.

Legenda: EB — extrato bruto hidroetanélico 70% v/v; M-MeOH — macerado em metanol; M-EtOAc — macerado
em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-Hex — macerado em hexano; MICsg —
concentragdo inibitoria de 50% do crescimento microbiano; MICgy, — concentracéo inibitéria de 90% do
crescimento microbiano; ATCC — American Type Culture Collection; --- — auséncia de atividade nas
concentragdes testadas.
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Os extratos que apresentam MICsy menor do que 100 ug/mL sdo considerados com
excelente atividade antimicrobiana, os que tém MICsy entre 100-500 pg/mL séo
moderadamente ativos, MICs, entre 500-1000 ug/mL s&o pouco ativos e MICsy maior que
1000 pg/mL sdo inativos (HOLETS et al., 2002).

De acordo com a Tabela 6, os extratos apresentaram valores de MICs, entre 62,5-1000
mg/mL. Com isso, pode-se perceber que o M-MeOH foi 0 que se mostrou mais ativo contra
C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis, com valores de MICs, iguais a 62,5, 250 e 500
ug/mL, respectivamente.

O EB apresentou valores de MICsg iguais ao M-MeOH para C. krusei e C. glabrata,
porém ndo demonstrou atividade nesta concentracdo para C. parapsilosis. Com relagédo a C.
krusei, os dois extratos demonstraram uma excelente atividade antimicrobiana e, para com as
demais espécies, foram moderadamente ativos. Os valores de MICs, para C. krusei, iguais a
62,5 ug/mL, quando obtidos para EB e M-MeOH, tém uma importancia relevante, pois esta
levedura é bastante resistente aos antifangicos convencionais, como o fluconazol (MICs = 32
ug/mL), o que mostra um expressivo potencial destes extratos no combate a este
microrganismo.

A levedura C. parapsilosis foi a que se apresentou mais resistente a acdo dos extratos
testados, sendo que apenas o EB apresentou um MICg, consideravel, calculado em 500
ug/mL. Observa-se, também, que o EB foi 0 que apresentou maior potencial inibitério de
90% do crescimento (MICgy) referente as leveduras do género Candida sp. Os demais extratos
apresentaram perfis variaveis para MICyy frente as diferentes leveduras testadas, desde
moderadamente ativos até inativos.

Apenas os extratos M-EtOAc, M-Acet e M-Hex apresentaram atividades na inibicédo
de 50% do crescimento de C. albicans, com valores de MICsg iguais a 500, 250 e 500 pg/mL,
respectivamente, sendo todos eles moderadamente ativos contra a espécie em questdo. Apesar
de M-Hex ter apresentado um carater moderadamente ativo para as leveduras, foi o Unico que
apresentou atividade de inibi¢do de 50% do crescimento para todos os fungos testados.

A familia Myrtaceae possui, na constituicdo quimica da maioria de suas especies,
compostos pertencentes as classes dos flavonoides, acidos fenolicos e taninos, além de outros,
como as saponinas (OMAR et al., 2012). A capacidade da espécie E. florida DC de exibir um
potencial de atividade antimicrobiana pode ser devida a presenca desses compostos, em
diferentes graus de distribuicéo. Isto pode ser evidenciado quando se analisam os resultados

obtidos com EB e M-MeOH, que concentraram, nesta ordem, 0s maiores teores de
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flavonoides e taninos (Tabela 4, p. 109) e, consequentemente, apresentaram relacdo direta
com a atividade antimicrobiana demonstrada.

As infeccdes fungicas em seres humanos sdo ocasionadas, principalmente, por reacfes
alérgicas as proteinas dos fungos ou a toxinas produzidas pelos mesmos. Essas infec¢bes sao
responsaveis pelo aumento da taxa de morbidade e mortalidade em pacientes graves e
imunocomprometidos, sendo que as espécies de Candida sp sdo as principais leveduras que
causam micoses oportunistas em todo o mundo (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

C. albicans e C. krusei sdo 0s principais patogenos responsaveis pela maior parte das
infeccbes nosocomiais. As leveduras C. glabrata e C. parapsilosis podem crescer como
biofilmes em materiais de uso hospitalar, como cateteres, agulhas e outros dispositivos
médicos, sendo consideradas fatores de risco adicionais ao uso de antibidticos (PIRES, 2010;
SILVA et al., 2012).

Deve-se levar em consideracdo, também, que o tratamento das micoses ndo € sempre
efetivo, pois os antifungicos causam recidiva das infecgdes, apresentam resisténcia aos
microrganismos e podem gerar toxicidade. Por conta disto, 0s extratos e compostos naturais
tém sido investigados pelos pesquisadores como novas alternativas no tratamento dessas
doengas (PANDEY; KUMAR, 2013).

A Tabela 7, a seguir, evidencia os valores de MICs, e MICq obtidos para cada uma
das amostras, frente as bactérias testadas (S. aureus e E. coli).
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Tabela 7 — Avaliacdo do perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus e Escherichia coli frente aos extratos
das folhas de Eugenia florida DC.

Amostra S. aureus ATCC 6538 E. coli ATCC 25922
MICs 250 500
EB (ng/mL)
MICgy, 500 1000
MICs 500 500
M-MeOH (ug/mL)
MICgy
MICs 250 1000
M-EtOAc (ng/mL)
MICgy 1000
MICs,
M-Acet (ug/mL)
MICgy 1000 1000
MICsg 1000 500
M-Hex (ug/mL)
MICg
Cloranfenicol (ng/mL) MICs 0.975 0,975

Fonte: Do autor.

Legenda: EB — extrato bruto hidroetandélico 70% v/v; M-MeOH — macerado em metanol; M-EtOAc — macerado
em acetato de etila; M-Acet — macerado em acetona; M-Hex — macerado em hexano; MICs, —
concentragdo inibitoria de 50% do crescimento microbiano; MICgy, — concentracéo inibitéria de 90%
do crescimento microbiano; ATCC — American Type Culture Collection; --- — auséncia de atividade
nas concentracdes testadas.

Com relacdo as bactérias testadas, S. aureus e E. coli, a maioria dos extratos testados
mostrou-se pouco ativa (MICsy entre 250-1000 ug/mL), e 0 M-Acet mostrou-se inativo neste
parametro para as duas bactérias. Observa-se que ambas as bactérias sdo agentes patogénicos
e ttm a capacidade de produzir toxinas e enzimas extracelulares responsaveis por infeccoes
alimentares e deterioracdo de alimentos, respectivamente (KUMAR; MURALI; BATRA
2009).

Os extratos das folhas da espécie E. florida DC demonstraram pouca atividade sobre
E. coli, que é uma bactéria do tipo Gram-negativa, em comparacao a bactéria Gram-positiva
S. aureus. Este fato pode ser devido as diferentes composi¢des da membrana dessas bactérias.
As bactérias Gram-negativas apresentam um componente adicional em sua estrutura, que se
trata de uma bicamada lipidica mais externa, constituida de lipopolissacarideos (LPS) que se

aderem firmemente a camada de peptideoglicanos da parede celular. Isto torna a membrana
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celular bacteriana com carater mais lipofilico em relacdo a uma substancia exdgena, cujo
poder de penetracdo e/ou acdo sobre a membrana determina a sua capacidade antibidtica
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2011).

Sabe-se que os flavonoides e os taninos apresentam a habilidade de se complexarem
e/ou inativarem enzimas, proteinas extracelulares, proteinas sollveis e paredes celulares
bacterianas, o que configuram os provéaveis mecanismos de acdo antimicrobiana (SILVA et
al., 2012).

Dessa forma, os componentes do extrato poderdo atravessar ou agir sobre a membrana
de E. coli, desencadeando a diminui¢do do crescimento bacteriano. Somente o EB apresentou
potencial de inibir 50% e 90% do crescimento de E. coli, com valores de MICs, e MICg
iguais a 500 e 1000 ug/mL, sugerindo a presenca, neste extrato, de algumas substancias com
maior poder de penetracdo e/ou acdo sobre a membrana da bactéria, como as saponinas,
detectadas pela analise por MS (ARANTES, 2005).

Auricchio e colaboradores (2007) realizaram o ensaio de determinacdo da atividade
antimicrobiana do extrato hidroetanélico 70% (v/v) das folhas de Eugenia uniflora sobre
cepas de S. aureus e C. albicans. Os autores encontraram valores de concentracdo inibitdria
minima de 90% do crescimento microbiano (MICg) iguais a 80 e 500 pg/mL para oS
microrganismos citados, respectivamente. Os valores obtidos neste trabalho foram mais
significativos para S. aureus e iguais para C. albicans em comparacdo com os valores de
MICg do EB, no presente estudo.

Azevedo e colaboradores (2012) realizaram a determinacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos metanolicos das folhas de Eugenia brejoensis contra cepas de S.
aureus e E. coli, e os autores verificaram que os valores de MICq para as duas bactérias
foram, respectivamente, de 25 mg/mL. Este valor, de acordo com Holets e colaboradores,
(2002), indica inatividade de acdo bioldgica, pois a concentracdo encontrada foi maior do que
1000 pg/mL ou 1 mg/mL.

Ferreira e colaboradores (2014) determinaram a atividade antimicrobiana dos extratos
etanolicos das folhas de Eugenia calycina contra S. aureus, E. coli, C. albicans e C.
parapsilosis, encontrando valores de MICsq iguais a 1000, 2000, 500 e 250 pug/mL. Os valores
encontrados para MICsp neste trabalho foram menos significativos do que para os valores de
EB do presente estudo, com relacdo as bactérias; no entanto, foi mais expressivo para as

leveduras citadas, em que o EB ndo apresentou MICs, consideravel.
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Nesse contexto, os estudos das atividades antiflngicas e antibacterianas in vitro de
extratos de Eugenia florida DC, no presente trabalho, auxiliardo no aprimoramento da triagem
de plantas medicinais que exercem acdo antimicrobiana e contribuiu na identificacdo de uma

potencial fonte vegetal para terapias futuras mais eficazes e menos toxicas (CHIARI, 2011).

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

O ciclo bioldgico de Leishmania sp € facilmente reproduzido in vitro, permitindo a
utilizacdo de qualquer uma das formas evolutivas do parasito para a avaliacdo da sensibilidade
a diferentes compostos. O modelo de avaliacdo da atividade sobre formas amastigotas in vivo
é considerado o melhor indicador da atividade. Entretanto, devido ao menor custo, facilidade
de cultivo e possibilidade de testar de um grande nimero de compostos, as formas
promastigotas sao mais amplamente utilizadas para triagem in vitro (DINIZ, 2013).

Dentre os métodos mais usados para a avaliacao do perfil de sensibilidade de parasitos
a um determinado composto, destacam-se aqueles que utilizam as medidas de viabilidade
celular, através da utilizacdo do corante resazurina. Trata-se de um indicador colorimétrico de
proliferacdo, que se baseia na reducdo quimica do reagente devido a atividade metabdlica das
células. Através de reacdes de oxidorreducdo, o corante passa da cor azul (forma oxidada e
ndo fluorescente) para rosa (forma reduzida e fluorescente), sendo esta mudanca de cor
medida pela leitura espectrofotométrica ou fluorimétrica (AHMED et al., 1998).

Desta forma, os extratos das folhas de Eugenia florida DC foram testados contra a
forma promastigota de Leishmania amazonensis, nas concentracdes de 40 a 1280 pug/mL. Os
resultados contra as formas promastigotas ndo foram promissores para nenhum dos extratos
testados, pois eles ndo se mostraram efetivos contra o parasita na maior concentracdo
analisada (1280 pg/mL), utilizando as condigOes experimentais desse estudo, conforme
descrito na Tabela 8. Frente a este resultado, ndo se prosseguiram os testes contra as formas

amastigotas.
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Tabela 8 — Valores de 1Csy (ng/mL) obtidos na avaliacdo da atividade leishmanicida com os extratos das folhas
de Eugenia florida DC.

% inibic&o da proliferacéo

Amostra (a 1280 pg/mL) 1Csp (ng/mL)
EB 3,63+0,23% 2913,08
M-MeOH 16,16 + 0,59d 1433,83
M-EtOAc 6,26 + 0,43° 1956,98
M-Acet 6,34 + 0,35° 2843,99
M-Hex 4,40 +0,41° 3811,90
Anfotericina B 94,66 + 0,05° 0,90
Pentamidina 90,45 + 0,08° 0,83

Fonte: Do autor.

Legenda: Valores expressos como média + desvio padrdo (h = 3). Os resultados de cada teste foram analisados
separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. Valores de I1Cs, determinados no software BioEstat,
Versdo 5.0.

Sabe-se que, nos ensaios com as formas promastigostas, o extrato entra em contato
direto com o parasita; porém, com as formas amastigotas, € necessario que as moléculas
presentes na amostra rompam as membranas dos macrofagos para atingi-las (VALADARES
etal., 2011).

E importante salientar que, apesar dos extratos testados ndo terem apresentado
atividade leishmanicida, esses resultados ndo excluem a acdo leishmanicida da espécie
Eugenia florida DC, uma vez que pode existir uma variabilidade significativa no contetdo de
metabolitos biologicamente ativos contra espécies de Leishmania em outras partes da planta,
como frutos, raizes e cascas do caule, por exemplo, além de outros fatores extrinsecos e
intrinsecos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Existem poucos trabalhos na literatura de
avaliacdo da atividade leishmanicida de extratos vegetais provenientes de espécies da familia
Myrtaceae.

Luize e colaboradores, (2005), avaliaram a atividade leishmanicida contra formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, utilizando o0s extratos
hidroetandlicos 90% v/v de duas espécies pertencentes a familia Myrtaceae, Eugenia uniflora
e Psidium guajava. Os autores encontraram um percentual de inibigéo, para E. uniflora, de
38,0% e 51,6% para as formas promastigotas e amastigotas, respectivamente, e de 65,4% e

52,0% para P. guajava, utilizando concentracOes dos extratos a 100 ug/mL.
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Braga e colaboradores, (2007), determinaram a atividade leishmanicida dos extratos
metandlicos das partes aéreas de Eugenia uniflora e Syzygium cumini contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi, encontrando valores de
MICsp, maiores que 250 pug/mL para todos os ensaios, sendo 0s extratos, desta forma,
classificados como moderadamente ativos contra 0s parasitos.

Santos e colaboradores, (2013), testaram a atividade leishmanicida do extrato
etandlico 95% (v/v) das folhas de Eugenia uniflora contra formas promastigotas, sendo que o
extrato apresentou um relevante potencial leishmanicida, inibindo 65% do crescimento da

cepa de L. brasiliensis, testada a uma concentrag¢ao de 100 pg/mL.

5.10 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EM MODELOS MURINOS
DIABETICOS

A secdo a seguir mostra os resultados obtidos para a andlise dos efeitos de EB nos

parametros bioquimicos de ratos diabéticos.

5.10.1 Determinacéo do perfil glicémico — glicemia de jejum e frutosamina

Os compostos naturais podem ser alternativas viaveis para o tratamento de diabetes
mellitus ou, entdo, como reforgos para os tratamentos convencionais atualmente utilizados,
diminuindo o risco da doenca. Existe uma grande variedade de plantas e biomoléculas
naturais que tém sido discutidas na literatura com relacdo a seus efeitos antidiabéticos.
Compostos polifendlicos, especialmente os flavonoides, estdo entre as classes que tém
recebido a maior atencdo, no que diz respeito as suas propriedades antidiabéticas (BALDEA
etal., 2010).

Estudos in vivo e in vitro realizados por Ahmed e colaboradores, (2010), foram
capazes de demonstrar que a rutina tem capacidade de influenciar positivamente a atividade
da insulina e a resisténcia a insulina em ratos diabéticos tipo 2. Os resultados mostraram que a
rutina diminuiu a glicemia e as concentragdes séricas de insulina, aumentando a expressao do

receptor especifico para insulina, levando a melhoria da sensibilidade a insulina muscular e de



129

sua sinalizacdo. A catequina, um flavan-3-ol, também foi identificada neste estudo como um
modulador da secrecdo de insulina.

Vérios estudos também tém demonstrado que as desordens metabolicas e
complicacdes cronicas, oriundas de pacientes com diabetes mellitus, tém relacdo direta com a
hiperglicemia sérica, além da alta concentracdo dos produtos finais de glicacdo ndo avancada
(AGEs) no sangue. Desta forma, alguns produtos iniciais da reacdo de Maillard, como a
frutosamina, tém sido Uteis para a determinacdo do controle metabélico, em individuos com
diabetes descompensado (RONDEAU; BOURDON, 2011).

Desta forma, o presente estudo avaliou as alteragdes do perfil glicémico em ratos
Wistar machos diabéticos. O EB das folhas de E. florida DC foi dissolvido em agua na
concentracdo de 200 mg/kg e administrado aos animais, por gavagem, durante 30 dias.

Para a inducdo do diabetes, foi utilizada a droga aloxano, na dose de 200 mg/kg de
peso corporal, dissolvido em salina 0,9% (pH 4,5). Sabe-se que o aloxano é uma droga que
causa uma reducdo drastica dos niveis de insulina plasmaticos, devido a sua alta toxicidade
contra as celulas-beta das ilhotas pancreaticas (SHANKAR; SUTHAKARAN, 2014).

Os dados apresentados na Tabela 9 demonstram o efeito diabetogénico do aloxano,
confirmado pelo estado de hiperglicemia do Grupo D (diabético ndo tratado — DN), em
comparacdo com o Grupo B (controle ndo tratado — CN), que ndo recebeu tratamento com
aloxano. Além disso, os dados mostram os efeitos ocasionados pelo EB no perfil glicémico
dos grupos A (controle tratado — CT) e C (diabético tratado — DT).

Tabela 9 — Avaliacéo do perfil glicémico em ratos Wistar submetidos ou ndo ao tratamento com EB de Eugenia

florida DC.
Grupo Glicemia de jejum (mg/dL) Frutosamina (umol/L)
A (controle tratado — CT) 136,58 + 18,46° 103,86 + 9,00
B (controle ndo tratado — CN) 156,89 + 20,93° 109,40 +5,71°
C (diabético tratado — DT) 382,11 + 34,72 126,24 + 6,01°
D (diabético ndo tratado — DN) 619,88 +53,21° 183,41 +£5,85°

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de soro, obtidas apds a eutanésia dos ratos. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo, com valor de n = 10. Os resultados de
cada teste foram analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto
hidroetanélico 70% v/v.
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Avaliando-se os efeitos do EB de Eugenia florida DC sobre a glicemia de jejum nos
ratos do Grupo C (Tabela 9), foi observado que os resultados foram estatisticamente menores
do que os apresentados pelo Grupo D, que, naturalmente, se mostraram bem mais elevados.
Isto sugere que o extrato administrado foi capaz de reduzir os niveis de glicose sérica nos
ratos diabéticos tratados. Pelos dados apresentados, observa-se que o nivel de glicose
diminuiu aproximadamente 38% no grupo C, em comparacdo aos ratos do Grupo D.
Diferentemente do que ocorreu nos grupos de ratos diabéticos, nos grupos controles (A e B),
ndo foi observada uma diferenca significativa nos niveis de glicose, quando os resultados
foram comparados entre si.

A administracdo do EB demonstrou resultados semelhantes aos de outros estudos da
literatura, citados a seguir, pois o tratamento resultou em um efeito hipoglicémico e manteve
0s niveis de glicose plasmatica em valores estatisticamente diferentes ao grupo controle sem
tratamento.

Nos estudos de Jelastin, Tresina e Mohan (2012), os pesquisadores avaliaram o perfil
glicémico em ratos Wistar tratados com aloxano (150 mg/kg) e extrato etandlico das folhas de
Eugenia floccosa Bedd, em grupos diferentes nas doses de 150 e 300 mg/kg, durante 14 dias.
Os ratos diabéticos tratados com extrato exibiram decréscimo da glicose no sangue, a uma
taxa aproximada de 47,5% para a dose de 150 mg/kg e 62,0% para a dose de 300 mg/kg. O
resultado encontrado para o decréscimo da glicose de jejum, no tratamento dos ratos do
presente estudo com EB, na dose de 200 mg/kg (38%), se mostrou bem préximo, porém um
pouco inferior, aos resultados dos pesquisadores acima citados. Deve-se levar em
consideracdo, também, que alguns pardmetros utilizados pelos pesquisadores foram
diferentes, como o0 solvente extrator, as doses de aloxano usada na inducéo do diabetes e de
extrato nos tratamentos e o tempo de tratamento dos animais.

Shankar e Suthakaran (2014) avaliaram o perfil glicémico em ratos Wistar tratados
com aloxano (150 mg/kg) e extrato etandlico 50% (v/v) das folhas de Eugenia jambolana, nas
doses de 200 e 400 mg/kg, durante 20 dias. Os pesquisadores observaram uma reducao
significativa nos niveis de glicose plasmatica dos animais, com valores aproximados de
34,7% e 43,96% para cada uma das doses administradas, respectivamente. Os resultados para
os valores obtidos com a dose de 200 mg/kg foram inferiores aos do presente estudo com EB
de E. florida DC. Isto pode ser justificado pelo fato de que EB foi preparado com etanol 70%
(v/v), que pode ter concentrado uma maior quantidade de compostos com atividade

antidiabética do que o extrato preparado pelos pesquisadores deste trabalho.
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De acordo com os resultados obtidos pelas triagens fitoquimicas, pela identificacéo
por MS e pela quantificacdo dos compostos, esses mecanismos podem estar correlacionados
com a presenca dos flavonoides e outros polifendis, atuando de forma separada ou em sinergia
para provocar o efeito hipoglicémico (BALIGA et al., 2013). Segundo Negri (2005), tal efeito
hipoglicémico pode ser devido a diversos mecanismos de a¢do destes compostos como, por
exemplo, aumento na metabolizagdo da glicose, diminuicdo da perda de glicogénio,
resisténcia hormonal ao aumento da glicose, correcdo de desordens metabolicas, dentre
outros.

Além disso, o efeito hipoglicemiante observado com EB, neste estudo, ndo exclui a
possibilidade de se obter uma atividade antidiabética com amostras da mesma espécie,
coletadas em outras regifes do pais e em outra época do ano. Também existe a possibilidade
dos principios ativos de acdo hipoglicemiante estarem concentrados em outras partes da
planta, como os frutos, flores, cascas do caule e raizes (PEPATO et al., 2001).

A frutosamina é o nome genérico dado a todas as proteinas séricas que foram glicadas,
sendo gue, dentre estas, a albumina é o componente majoritario. O objetivo da dosagem deste
parametro em soro remete-se a mensuracdo do processo de glicacdo proteica, que resulta da
interagdo entre a glicose plasmatica e o aminoacido lisina, presente nas moléculas de
proteinas. A albumina apresenta um tempo de meia-vida bastante pequeno, em torno de 2 a 4
semanas aproximadamente. Por isso, em individuos diabéticos, os niveis de frutosamina
refletem o controle glicémico dos altimos 20 dias anteriores a coleta do sangue (COHEN et
al., 2003).

Com os resultados obtidos pela dosagem de frutosaminas (Tabela 9), pode-se observar
que, no periodo de 30 dias de tratamento com EB de Eugenia florida DC, ocorreu uma ligeira
glicacdo das proteinas, observada no grupo D (diabético ndo tratado — DN), com valor dosado
em 183,41 umol/L. Comparando-se os valores obtidos para os grupos C e D, nota-se que séo
estatisticamente diferentes, sendo que ocorreu uma diminuicdo equivalente a 31% dos niveis
de frutosamina no grupo dos diabéticos tratados (Grupo C).

Estes resultados demonstram um grande interesse, pois estdo de acordo com a maioria
dos estudos que demonstram uma correlagdo positiva entre niveis de proteinas glicadas em
amostras sanguineas e a prevaléncia de complicagdes cronicas induzidas pelo diabetes
mellitus (RONDEAU; BOURDON, 2011).
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5.10.2 Avaliagdo da fungéo renal — ureia e creatinina

Considerada como o principal produto oriundo do metabolismo das proteinas, a ureia é
sintetizada no figado, a partir do gas carbonico (CO,) e da aménia, sendo filtrada nos rins,
onde a maior parte € excretada na urina. Trata-se de um marcador de grande importancia em
situacbes que envolvem alteracbes primarias das funcBes e condigdes renais. Entretanto, a
dosagem de ureia ndo é tdo especifica para avaliar a funcéo renal de um individuo, pois 0s
teores deste metabdlito sdo influenciados por fatores extrarrenais, tais como o grau de
hidratacéo e a dieta (BURTIS; ASHWOOD, 2008).

Desta maneira, a dosagem de creatinina tem sido utilizada, com maior frequéncia e
com maior exatidao, para avaliar a fungdo renal de um individuo. A creatinina € um produto
originario do metabolismo muscular, obtido através da decomposicéo da fosfocreatina, sendo
produzida no organismo, a uma taxa constante, e excretada pela urina em pequenas
guantidades. Os niveis de creatinina no sangue e na urina podem ser utilizados para calcular a
depuracdo da creatinina, que reflete a taxa de filtracdo glomerular (TFG), clinicamente
importante para a funcdo renal (PONHONG et al., 2015).

Dessa forma, foram avaliados os niveis de ureia e creatinina no soro dos animais

pertencentes aos diferentes grupos estudados. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Avaliagdo da funcdo renal em ratos Wistar submetidos ou ndo ao tratamento com EB de Eugenia

florida DC.
Grupo Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
A (controle tratado — CT) 37,33 + 3,50° 0,40 + 0,05%
B (controle n&o tratado — CN) 40,05 + 3,45° 0,42 +0,07°
C (diabético tratado — DT) 82,12 + 20,07" 0,43 + 0,06"
D (diabético ndo tratado — DN) 90,89 + 33,02" 0,47 +0,11°

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagfes foram realizadas em amostra de soro, obtidas apds a eutanésia dos ratos. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo, com valor de n = 10. Os resultados de
cada teste foram analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto
hidroetandlico 70% v/v.
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Pode-se observar, pelos dados da Tabela 10, que ndo houve diferenga significativa
entre 0s niveis de ureia no soro dos animais controles (grupos A e B), bem como entre 0s
grupos de animais diabéticos (grupos C e D). Porém, os valores obtidos para os grupos
diabéticos foram estatisticamente diferentes (maiores) dos grupos ndo-diabéticos, indicando
que a inducdo do diabetes nos ratos causou 0 aumento de ureia na corrente sanguinea dos
mesmos. N&o foi observada uma diminuicdo significativa na concentracdo de ureia, apos o
tratamento dos animais diabéticos com EB de E. florida DC, indicando que o extrato nao foi
capaz de diminuir os valores deste parametro.

A desidratacéo foi observada durante todo o tempo de tratamento dos ratos diabéticos
e, por isso, este parametro, associado com a alta polilria e hiperglicemia dos animais
diabéticos, pode ter contribuido no aumento da reabsorcdo tubular e/ou na sintese de ureia
nestes animais (BURTIS; ASHWOOD, 2008).

A lesdo renal é um pardmetro clinico, de carater cronico, muito frequente em
individuos acometidos por diabetes mellitus e em modelos de animais diabéticos induzidos
por aloxano. Os danos causados pela lesdo renal tém associacdo direta com as altas taxas de
glicose e/ou de proteinas glicadas, como a frutosamina, na corrente sanguinea. Sabe-se
também que, em casos de lesdo renal, os niveis de ureia e creatinina apresentam-se elevados.
(BASTOS; BREGMAN; KIRSZTAJN, 2010; MORESCO et al., 2013).

No presente estudo, observamos que, mesmo com a inducdo do diabetes e com a
administracdo do EB de E. florida DC, ndo houve alteracbes significativas nos niveis de
creatinina entre os grupos de animais. Isto pode sugerir auséncia de lesdo renal severa nos
ratos durante os 30 dias de analise. E conhecido que a hiperglicemia pode levar ao aumento
do catobolismo protéico e desidratacdo, sendo que estes fatores poderiam justificar o aumento
dos niveis séricos de ureia observados nos animais diabéticos (MORESCO et al., 2013).

Além disso, como os efeitos do extrato ndo se mostraram significativos nos grupos em
que este foi administrado (grupos A e C) em comparacdo aos demais grupos, pode ter
ocorrido auséncia de toxicidade dos constituintes das plantas, evidenciada pela ndo elevacgéo
da creatinina plasmatica nos animais. Outro fator que também deve ser levado em
consideracao é que os niveis séricos de ureia sdo elevados de forma bem mais rapida do que
os de creatinina em animais diabéticos (BWITITI; MUSABAYANE; NHACHI, 2000).

Os resultados encontrados no presente trabalho divergem daqueles encontrados nos
poucos trabalhos da literatura, que realizaram a avaliagdo da fungéo renal (teores de ureia e

creatinina) em ratos diabéticos tratados com extratos de plantas da familia Myrtaceae.
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Jelastin, Tresina e Mohan (2012) avaliaram 0s teores de ureia e creatinina em ratos
Wistar tratados com aloxano (150 mg/kg) e extrato etandlico das folhas de Eugenia floccosa
Bedd, em grupos diferentes nas doses de 150 e 300 mg/kg, durante 14 dias. O extrato
administrado aos ratos diabéticos, apds o periodo estabelecido, reverteu o nivel de uréia e
creatinina para proximo dos valores encontrados para 0s grupos controles.

Lin e Yin (2012) avaliaram as alteracGes na fungdo renal (niveis de ureia e creatinina)
de ratos diabéticos, induzidos com estreptozotocina, apds o tratamento com o0s extratos
aquoso e etanolico 50% (v/v) dos frutos de Psidium guajava L. (Myrtaceae), nas dosagens de
1% e 2%. Os autores observaram que apenas a administracdo dos dois extratos, na
concentracdo de 2%, nos grupos de tratamento, geraram resultados nos teores de ureia e
creatinina estatisticamente menores do que os apresentados pelo grupo de ratos diabéticos
ndo-submetidos aos tratamentos. Estes resultados se mostraram divergentes aos encontrados
no presente trabalho, em que os teores de ureia e creatinina ndo foram alterados

significativamente nos grupos de tratamento.

5.10.3 Avaliacao da fungdo hepéatica— AST e ALT

A determinacdo da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) permite avaliar a presenca de alteracbes na permeabilidade e na
funcdo dos hepatdcitos, uma vez que a ALT € encontrada principalmente no citoplasma,
enquanto que, aproximadamente, 80% da AST estdo localizadas principalmente no interior
das mitocondrias destas células (TOLEDO et al., 2013).

Qualquer lesdo tissular ou doenca que afeta o parénquima hepatico, ird liberar uma
maior quantidade das enzimas para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da AST e
da ALT. Em geral, as causas mais comuns de elevacdo dos valores de ALT no sangue
ocorrem por disfuncdo hepatica. Desta maneira, a ALT, além de ser sensivel, é também
bastante especifica para o diagnostico de doenca hepatocelular. A relacdo ALT/AST tem sido
empregada, algumas vezes, para auxiliar no diagnostico diferencial das hepatopatias
(BURTIS; ASHWOOD, 2008).

Assim, foi avaliado também o efeito do EB de E. florida DC sobre a atividade das

enzimas AST e ALT, cujos resultados estdo expressos na Tabela 11.
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Tabela 11 — Avaliacdo da funcdo hepatica em ratos Wistar submetidos ou ndo ao tratamento com EB de Eugenia

florida DC.
Grupo AST (U/L) ALT (U/L)
A (controle tratado — CT) 119,67 + 20,80° 49,00 + 6,25°
B (controle ndo tratado — CN) 121,33 + 16,42° 48,00 + 8,37°
C (diabético tratado — DT) 170,63 + 14,25° 64,86 + 5,67
D (diabético n&o tratado — DN) 170,80 + 11,86° 66,57 + 8,37°

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de soro, obtidas ap6s a eutanésia dos ratos. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo, com valor de n = 10. Os resultados de
cada teste foram analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sao
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto
hidroetanélico 70% v/v; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase.

Como descrito na Tabela 11, nos grupos de ratos diabéticos tratados e normais (C e D,
respectivamente), verificou-se uma elevacdo das enzimas hepaticas AST e ALT, em
comparagdo com o0s grupos controles (A e B), indicando disfuncdo hepatica, que pode ter sido
induzida pela acdo do aloxano. Esta droga, de um modo geral, provoca o rompimento ou a
acdo permeativa a membrana dos hepatdcitos (AGBAI; NWANEGWOE, 2013).

Observou-se também que o extrato administrado ao grupo C (diabéticos tratados) ndo
interferiu estatisticamente nos valores de ALT e AST, uma vez que ndo demonstrou uma
tendéncia em reduzir os niveis destas enzimas. Dessa forma, sugere-se que a ingestdo do EB
de E. florida DC, durante o periodo de 30 dias, ndo exerceu acao deletéria no tecido hepético

dos ratos diabéticos.

5.10.4 Determinacdo do perfil lipidico — colesterol total (CT), HDL, n-HDL e
triglicerideos

O colesterol € o principal esterol do organismo, estando presente em todas as celulas
como um componente estrutural das membranas e das lipoproteinas (HDL, VLDL e
principalmente LDL). E também o precursor na formacio dos horménios esterdides pelas
gbnadas e cértex adrenal. Cerca de 70 a 75% do colesterol plasmatico encontra-se na forma

de éster e 25 a 30% existe como colesterol livre. O colesterol endogeno é produzido pelo
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figado e outros tecidos. Valores aumentados de colesterol sdo encontrados em diversas
sindromes metabdlicas, como nas doengas cardiovasculares e no diabetes mellitus (BURTIS;
ASHWOOD, 2008).

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) exercem uma acdo importante na
concentragdo do colesterol nos tecidos. Atuam, ainda, no retorno do colesterol dos tecidos
periféricos para o figado. As lipoproteinas de baixa densidade e de muito baixa densidade
(LDL e VLDL, respectivamente) sdo as principais proteinas de transporte do colesterol. Sdo
as particulas mais aterogénicas do sangue, pois elas contém cerca de dois tercos de todo o
colesterol plasmatico (BURTIS; ASHWOOD, 2008).

Os triglicerideos sdo ésteres de glicerol e &cidos graxos provenientes da dieta ou
sintetizados no figado. Séo transportados no plasma pelas lipoproteinas até o tecido adiposo,
musculo e outros locais, onde sdo utilizados como fonte de energia celular. Os seus valores
estdo elevados em distdrbios metabdlicos, como o diabetes mellitus (BURTIS; ASHWOOD,
2008).

Segundo Brouillette e colaboradores, (2001), o metabolismo de lipoproteinas em ratos
é muito diferente daquele dos seres humanos, pois 0 HDL ¢ a principal fracdo da lipoproteina
no plasma murino, 0 HDL murino é monodisperso, enquanto nos humanos € polidisperso, e
0s niveis de LDL no plasma de ratos sdo muito baixos. Por conta desta afirmacgdo, ndo se
utiliza a formula cléssica proposta por Friedewald, Levy e Fredrickson (1972),

Desta maneira, foi avaliado o efeito do EB de E. florida DC sobre o perfil lipidico dos

ratos, cujos resultados estdo expressos na Tabela 12.

Tabela 12 — Avaliacéo do perfil lipidico em ratos Wistar submetidos ou ndo ao tratamento com EB de Eugenia

florida DC.
Grupo CT (mg/dL) HDL (mg/dL) n-HDL (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)
A (controle tratado — CT) 57,92 +4,54° 41,50 + 3,06 16,42 + 3,87° 62,25 + 14,83
B (controle ndo tratado — CN) 57,44+ 6,95° 39,22 + 4,06° 18,22 + 3,53% 77,11 + 20,762
C (diabético tratado — DT) 7433+507° 54,63 +6,74° 25,33+ 7,43° 126,80 + 19,23°
D (diabético n&o tratado — DN) 76,88 + 11,63° 49,00 + 6,06° 22,25 +7,19° 157,83 + 26,23°

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de soro, obtidas apds a eutanésia dos ratos. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo, com valor de n = 10. Os resultados de
cada teste foram analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto
hidroetandlico 70% v/v; CT — colesterol total; HDL — lipoproteina de alta densidade; n-HDL —
lipoproteinas aterogénicas.
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De acordo com a Tabela 12, pode-se perceber que os niveis de CT, HDL, n-HDL e
triglicerideos no soro dos animais diabéticos (C e D) se apresentaram significativamente
maiores do que nos grupos controles (A e D), indicando que a inducdo do diabetes pelo
aloxano foi relativamente suficiente para alterar o perfil lipidico.

Nos ratos diabéticos, sugere-se que ocorre aumento da atividade enzimatica da lipase
lipoproteica, que, ao mesmo tempo, proporciona um aumento na lipdlise e, com isso, a
concentracdo de &cidos graxos na corrente sanguinea torna-se mais elevada. Esse aumento da
concentracdo dos acidos graxos favorece o processo de B-oxidacdo, produzindo mais acetil-
CoA e, consequentemente, uma maior concentracdo de colesterol no sangue. Associando-se
esses fendmenos com a hiperglicemia apresentada pelos animais dos grupos diabéticos (C e
D), é possivel sugerir também que ocorreu diminuicdo da atividade da insulina, responsavel
por promover a remocao dos receptores mediadores de particulas aterogénicas (JELASTIN;
TRESINA; MOHAN, 2012).

Por outro lado, sabe-se que o glucagon, as catecolaminas e outros horménios também
podem aumentar a lipélise. Assim, a hiperlipidemia est4 intimamente relacionada com o
quadro clinico do diabetes mellitus e pode, portanto, ser considerada como uma consequéncia
das acOes desinibidas de hormonios lipoliticos sobre os depdsitos de gordura (RAVI;
RAJASEKARAN; SUBRAMANIAN, 2005).

Shanmugam e colaboradores, (2009), relataram que a hipertrigliceridemia é um
achado comum em pacientes com diabetes mellitus e responsavel por complicacGes
vasculares. Além disso, a deficiéncia da atividade da lipase lipoproteica (LPL) pode contribuir
de forma significativa para a elevacdo dos niveis de triglicerideos no diabetes.

Porém, observa-se, pelos dados da Tabela 16, que, no tratamento dos ratos diabéticos
do grupo C com EB de E. florida DC, ndo houve diferencas estatisticamente significativas nos
niveis de CT e n-HDL, comparadas ao grupo de diabéticos ndo tratados (grupo D), mas houve
uma diferenca significativa nos niveis de HDL e triglicerideos, em que os valores de HDL
tiveram um ligeiro aumento no grupo C, enquanto os niveis de triglicerideos se apresentaram
diminuidos.

Segundo Grundy e colaboradores (1999), o aumento do nivel de HDL e a diminui¢do
de triglicerideos no soro de animais, através de uma terapia dietética, administragdo de
farmaco ou de algum extrato vegetal, parece estar associado a uma diminui¢do no risco de
uma possivel doenga cardiovascular, devido a diminuicdo do efluxo de colesterol sobre a

parede do vaso e 0 seu consequente transporte no sentido reverso.
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De acordo com o trabalho de Tchoua e colaboradores (2008), uma das principais
estratégias que sugerem o aumento dos niveis de HDL em ratos diabéticos € através da
inibicdo da proteina plasmatica transportadora de ésteres de colesterol (CETP), responsavel
por mediar a transferéncia de moléculas de colesterol HDL para as lipoproteinas aterogénicas,
ricas em triglicerideos. Porém, sabe-se que um pequeno percentual de CETP esta presente no
interior das células e ndo é conhecido se a inibicdo da CETP plasmética ocasiona também a
inibicdo da CETP intracelular, aléem de que é desconhecido se o desempenho desta Ultima é
superior ao da primeira. Outra possibilidade é que a inibicdo de CETP pode ter um efeito
positivo, atraves da elevacdo do nivel de HDL, e um efeito negativo, através do bloqueio de
uma via importante de eliminagéo de colesterol pelos receptores de LDL. O resultado final
seria um equilibrio entre esses dois parametros.

Apesar da dose administrada aos ratos ndo apresentar efeito sobre o CT e sobre a
concentracdo total de particulas aterogénicas (n-HDL), ainda é possivel sugerir que o EB
obtido das folhas de E. florida DC apresentou efeito benéfico sobre o perfil lipidico no soro
de animais diabéticos, evidenciadas pela diminuicdo do teor de triglicerideos e do aumento de
colesterol HDL plasmaticos. Este efeito poderia ser atribuido a presenca de compostos
fendlicos, identificados nas analises fitoquimicas do presente estudo.

Sharma, Balomajumder e Roy (2008), estudando o extrato etandlico das sementes de
Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) sobre a lipemia de ratos diabéticos, também
observaram reducdo nos niveis de triglicerideos e aumento dos niveis de HDL, porém,
diferentemente do presente estudo, os pesquisadores observaram também diminui¢do no teor

de colesterol total e LDL.

5.10.5 Determinacdo da peroxidacao lipidica

O controle da peroxidacao lipidica in vivo € importante, pois contribui para a prevencéo
do desenvolvimento da aterosclerose. Os produtos de peroxidagdo lipidica, em particular os
aldeidos citotoxicos, como 0 MDA, devem ser monitorados, pois eles podem causar danos ao
DNA das células (GWARZO et al., 2014).

A peroxidacdo lipidica pode ser prevenida na fase inicial por acdes dos compostos
antioxidantes, através da inibicdo da cadeia de peroxidacdo. Na investigacdo fitoquimica de E.

florida DC, do presente trabalho, obteve-se informacfes importantes de componentes ativos
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da planta, como os compostos fendlicos da classe dos taninos, flavonoides e acidos fendlicos,
sugerindo, entdo, o envolvimento destes compostos na diminui¢cdo dos teores de MDA em
figado e rins de ratos diabéticos tratados (GWARZO et al., 2014).

Os resultados dos efeitos do EB de E. florida DC sobre a peroxidacdo lipidica no

figado e rins dos animais sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — ConcentracGes de proteinas totais e malondialdeido nos homogeneizados de figado e rins de ratos
Wistar submetidos ou néo ao tratamento com EB de Eugenia florida DC.

Grupo Proteinas totais-F  Proteinas totais-R MDA-F MDA-R
P (ug/mL) (ng/mL) (mmol/mg proteina)  (ymol/mg proteina)
A (Confc(’:'%”atado 0,31 + 0,06* 0,20 + 0,05* 3,20 +0,76* 3,45 + 0,68°
%rg‘;gggf'gﬁ‘)o 0,27 + 0,04° 0,26 + 0,04 3,26 + 0,58° 351 +0,53°
¢ (d'ab_etg’%tratado 0,25 + 0,05° 0,31+0,09° 10,93 +0,76° 21,52 +0,62°
D (diabetico ndo 0,24 £ 0,03° 0,25 £ 0,02*" 13,27 + 0,59° 24,98 + 0,54°

tratado — DN)

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinacdes foram realizadas em amostra de soro, obtidas apds a eutanasia dos ratos. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo, com valor de n = 10. Os resultados de
cada teste foram analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, sdo
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05. EB — extrato bruto
hidroetanélico 70% v/v; F — figado; R — rins; MDA — malondialdeido.

Uma das técnicas laboratoriais mais utilizadas para se avaliar a peroxidacao de lipidios
é o teste do TBARS, em que o malondialdeido (MDA) é formado como um produto
secundario, durante a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI). Em condicdes
apropriadas de incubacdo (meio &cido e aguecimento), 0 MDA reage eficientemente com uma
variedade de agentes nucleofilicos, para produzir cromdgenos com alta absortividade molar
no espectro visivel. A sua condensacdo com o acido tiobarbitdrico (TBA) forma produtos, que
podem ser determinados por absorc¢éo no visivel (532 nm) ou por fluorescéncia (Aexcitacio =
515 nm € Aemissio = 553 nm) (LIMA; ABDALLA, 2001).

A manutencdo de niveis normais de MDA hepatico e renal é de grande interesse, pois
se trata de um importante aldeido, resultante da peroxidacdo dos tecidos bioldgicos, sendo um
indicador de danos histolégicos (ANSARI et al., 2014)
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Neste estudo, foram quantificados os teores de MDA no figado e nos rins dos grupos
de ratos. De acordo com a Tabela 13, observou-se que 0s niveis deste composto nos grupos
diabéticos (C e D) aumentaram em relacdo aos grupos controles (A e B). Esse aumento pode
ser decorrente de uma producdo exagerada de espécies oxidantes, comumente observada no
diabetes mellitus (ANSARI et al., 2014).

O consumo, durante 30 dias, do EB das folhas de E. florida DC foi ligeiramente
efetivo na reducdo da producdo de MDA nos figados e nos rins de ratos, conforme a Tabela
13, o que indica que os extratos hidroetanolicos desta espécie vegetal pode conferir certa

protecdo & membrana celular contra o ataque oxidativo.
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6 CONCLUSOES

A analise granulométrica da droga vegetal, obtida das folhas de E. florida DC,
permitiram estabelecer especificagdes de qualidade, servindo de referéncia para assegurar a
reprodutibilidade de estudos posteriores.

O estudo quimico (triagem e caracterizacdo por MS) do extrato bruto (EB) das folhas
de E. florida DC revelou a presenca de compostos fendlicos, terpenoides e saponinas, de
acordo com a literatura relatada para o género Eugenia sp.

Foram verificados que os extratos EB e M-EtOAc foram 0s que apresentaram oS
maiores teores de compostos fenolicos, e EB e M-MeOH foram os que demonstraram conter a
maior quantidade de flavonoides e taninos. A importancia dessas determinacbes foi
correlacionar os teores encontrados com o tipo de extrato, com a triagem fitoquimica e com as
diversas atividades bioldgicas comprovadas destes compostos.

Na determinacdo da atividade antirradicalar, o valor de CEs, para EB apresentou-se
aproximado ao obtido com o padrdo de quercetina, indicando uma excelente atividade. Os
macerados apresentaram atividade bem menor, sendo que, em nenhum deles, a porcentagem
de sequestro de radicais DPPH foi alta.

O M-MeOH foi 0 que se mostrou mais ativo contra C. krusei, C. glabrata e C.
parapsilosis. O EB apresentou valores de MICs, iguais ao M-MeOH para C. krusei e C.
glabrata, porém ndo demonstrou atividade para C. parapsilosis. C. parapsilosis foi a que se
apresentou mais resistente a acdo dos extratos testados. Todos os extratos foram pouco
efetivos para as bactérias usadas no ensaio.

Nenhum dos extratos foi efetivo para inibir o crescimento das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis utilizadas no teste, porém os resultados ndo excluem a acéo
leishmanicida da espécie Eugenia florida DC.

O tratamento de ratos diabéticos reduziu os teores de glicemia, frutosamina e
triglicerideos, bem como proporcionou o aumento dos niveis de HDL. A administracdo do EB
ndo apresentou efeito benéfico sobre a funcdo renal nos animais diabéticos, na atividade de
AST e ALT e nos niveis de colesterol e n-HDL. Porém, ocorreu melhora nos danos oxidativos
hepaticos e renais nos animais diabéticos tratados, observada pela reducéo do nivel de MDA.

Em funcdo dos resultados encontrados, pode-se concluir que a espécie E. florida DC
apresenta metabolitos secundarios com potenciais a¢fes bioldgicas, como os flavonoides, 0s

taninos e as saponinas.
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Figura Il — Composto (4) — 5-hidroxiresveratrol
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Figura 111 — Composto (5) — 1,2-dideidrotanshinona 1A
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Figura IV — Composto (7) — 4-alil-1-hidroxi-2-(2’-alil-4’-hidroxi-5’-metoxifenoxi)-benzeno
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Figura V — Composto (8) — Acido 4-O-p-cumaroilquinico

Ex_Hidro_folha_eug_neg #2333 RT: 417 AV: 1 NL 255E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 337.00@cid20.00 [100.00-2000.00]
100 19
90
80
70
60
50 172.70

40

Relative Abundance

30

20 126.84

03 11071

290 300

310 320

337.32

330

I e s L A s o e e e o e ) L s s e e e O B A

300

100 120 140 160 180 200 220 240

m/z

260 280

Figura VI — Composto (9) — Acido 5-cafeoilquinico
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Figura VII — Composto (10) — 3-a-hidroxieufeno
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Figura VIII — Composto (11) — Quercetina-O-arabinose
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Figura IX — Composto (12) — Quercetrina
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Figura X — Composto (13) — Rhododendrina pentosideo
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Figura XI — Composto (14) — Quercetina-O-glicose
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Figura XII — Composto (15) — Rhamnetina-O-glicose

Ex_Hidro_folha_eug_neg #2304 RT: 969 AV: 1 NL: 1.11E4
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Figura XIIl — Composto (16) — Granatunflavanil-O-xilose
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Figura XIV — Composto (17) — Distenina

Ex_hidro_folha_eugenia #3675 RT. 3.99 AV: 1 NL: 6.69E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 514 .00@cid40.00 [100.00-2000.00] 51405
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Figura XV — Composto (18) — O-galoil desbenzoilpaeoniflorina

Ex_hidro_folha_eugenia #1021 RT. 2.77 AV: 1 NL: 1.57E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 527 .00@cid25.00 [100.00-2000.00]
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Figura XVI — Composto (19) — Procianidina B,

Ex_hidro_folha_eugenia #1402 RT: 3.62 AV: 1 NL: 3.84E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 577 .00@cid30.00 [100.00-2000.00]
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Figura XVII — Composto (20) — Hyperina

Ex_hidro_folha_eugenia #3303 RT: 7.84 AV: 1 NL: 3.36E3
F: ITMS - c ESI Full ms2 595.00@cid20.00 [100.00-2000.00]
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Figura XVI11 — Composto (21) — Acido betulinico heterosideo

Ex_hidro_folha_eugenia #1993 RT: 4.93 AV: 1 NL: 7.99E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 617 .00@cid25.00 [100.00-2000.00]
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Figura XIX — Composto (22) — Cimicifoetisideo A

Ex_hidro_folha_eugenia #1993 RT. 14.11 AV. 1 NL: 2.07E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 619.00@cid20.00 [100.00-2000.00]
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Figura XX — Composto (23) — Acido 3-O-B-D-glicopiranosil serjanico

Ex_Hidro_folha_eug_neg #2104 RT. 10.80 AV: 1 NL: 1.91E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 675.00@cid25.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXI — Composto (24) — Acido 3-O-cafeoil-4,5-di-O-feruoilquinico

Ex_hidro_folha_eugenia #3331 RT. 7.90 AV: 1 NL: 8.36E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 705.00@cid40.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXI1 — Composto (25) — Kochianosideo 1V

Ex_hidro_folha_eugenia #2530 RT. 6.12 AV. 1 NL: 3.07E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 763.00@cid20.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXI11 — Composto (26) — 27-O-B-D-glicopiranosil fisagulina D

Ex_hidro_folha_eugenia #1505 RT. 3.84 AV. 1 NL: 8.99E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 783.00@cid20.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXIV — Composto (27) — Procianidina C,

Ex_hidro_folha_eugenia #2163 RT. 5.31 AV. 1 NL: 7.93E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 865 .00@cid40.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXV — Composto (28) — Isoastragalosideo |

Ex_hidro_folha_eugenia #1129 RT: 3.01 AV: 1 NL: 2.79E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 868 .00@cid30.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXVI — Composto (29) — Clinopodisideo E

Ex_hidro_folha_eugenia #4004 RT: 939 AV: 1 NL:1.29E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 994 .00@cid35.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXVII — Composto (30) — Aesculusideo B

Ex_Hidro_folha_eug_neg #814 RT: 13.07 AV: 1 NL: 6.14E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 1006.00@cid35.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXVI1I1 — Composto (31) — Acido fitolacagénico heterosideo

Ex_Hidro_folha_eug_neg #814 RT: 13.07 AV: 1 NL: 6.14E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 1016.00@cid35.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXIX — Composto (32) — Guaianina D

Ex_Hidro_folha_eug_neg #2047 RT: 10.44 AV: 1 NL: 2.02E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 1026.00@cid25.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXX — Composto (33) — Catequina tetramérica

Ex_Hidro_folha_eug_neg#1281 RT. 659 AV. 1 NL: 5.19E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 1154.00@cid40.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXXI — Composto (34) — Scillasaponina B

Ex_Hidro_folha_eug_neg #2199 RT. 11.36 AV: 1 NL: 3.49E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 1266.00@cid40.00 [100.00-2000.00]
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Figura XXXII — Cromatograma TIC-MS dos ions obtidos
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ANEXO



MINISTERIO DA EDUCAGAO %

Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG A 5
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 . Alfenas/MG . CEP 37130-000 un'falwg
Fone: (35) 3299-1000 . Fax: (35) 3299-1063 e Yok s Al

i

Alfenas, 28 de agosto de 2014,

Prof. Marcelo Aparecido da Silva

Prezado Professor;

0 projeto sob sua coordenagao, registro n® 575/2014, intitulado “Caracterizagéo fitoquimica
e avaliagdo das atividades antidiabética, antimicrobiana e leishmanicida dos extratos obtidos das
folhas de FEugenia florida” esta em conformidade com os principios éticos exigidos na
experimentagio animal, tendo sido apreciado e aprovado por essa Comissdo.

Por ser verdade, firmo o presente.

~

TN R
Prof Dr Carlos Giovani de Oliveira Nascimento
Presidente da CEUA — Unifal-MG

S




