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3. Introducéo

O género Eugenia é bem representada na Amazbdnia e apresenta uma grande
variedade de espécies. Uma delas € a Eugenia punicifolia (Kunth) D.C, conhecida
popularmente como pedra-ume-caa, onde suas folhas, raizes e frutos séo utilizados
frequentemente na medicina popular amazoénica, no tratamento da diabetes e outras
patologias (BRITO, 20014)
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Estudos na década de 90 demonstraram sua habilidade para reduzir os niveis de

insulina no plasma de ratos, assim ficou demonstrada sua habilidade em reduzir a
hiperglicemia, polifagia, polidipsia, volume de urina e excrecao urinaria de glucose e uréia
em ratos diabéticos. O estudo demonstra que "extratos aquosos tem um efeito benéfico
sobre o estado de diabetes, principalmente incrementando os parametros metabdlicos da
homeostases de glucose" (FERREIRA, 2006).

Diante das espécies catalogadas ao longo dos ultimos anos, demonstraram que E.
punicifolia € frequente nas referéncias populares de acao terapéuticas, entre elas, acdo
colinérgica em receptores nicotinicos (GRANGEIRO et al., 2006), acdo antioxidante
(KADE et al.,, 2008; GALENO et al.,2014), acdo antiparasitaria (FICHI, 2007), acéo
antimicrobiana, acdo analgésica (AVILA-PENHA et al., 2007), acdo anti-hipertensiva
(GALENO et al.,2014), acdo hipoglicemiante e antilipidogénica (RAVI et al., 2005), porém
nao foram encontrados estudos que identifiguem os metabdlitos que provem tais efeitos
terapéuticos.

Os metabdlitos secundérios vegetais destacam-se na area da farmacologia devido a
seus efeitos biologicos sobre a saude da espécie humana. Séo interligados com fatores
externos como influéncia direta para quantificar os mesmos, entre eles, temperatura,
radiacdo ultravioleta (UV), indice pluviométrico, altitude, composicdo atmosférica,
sazonalidades e além destes, os fatores nas condicdes de coleta, estabilidade e
estocagem podem interferir na qualidade e entdo, no valor terapéutico dos que
possivelmente apresentam como fitoterapicos (NETO, 2006).

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes € uma condicdo essencial para o funcionamento normal dos organismos
Vivos, por isso, uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos pelas
defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas
(FERREIRA e ABREU, 2007). Os radicais livres ou espécies reativas do oxigénio (ERO)
sdo substancias altamente reativas, por apresentarem um elétron desemparelhado na
ultima camada eletrbnica, e tendem a reagir rapidamente com substratos oxidaveis
(FERREIRA e MATSUBARA et al. 1997)

Com base nesses achados quimicos/terapéuticos, justifica-se a importancia de se
estudar os metabdlitos secundarios envolvidos nessas atividades encontradas visto que
sdo benéficas terapeuticamente a populacdo e ainda, interessantes para futuros

isolamentos e procedéncias farmacéuticas.
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4. Justificativa

Por suas propriedades medicinais, a Eugenia punicifolia revela-se uma espécie com
elevado potencial mercadolégica, principalmente considerando a crescente preocupacao
da populacdo com a alimentacdo saudavel. Porém, mesmo considerando suas
potencialidades e a ampla utilizacdo em sua regido de origem, aplicagdes tecnologicas da
folna ou do extrato ainda sdo muito pouco estudadas. Assim, um dos objetivos desse
trabalho foi caracterizar o extrato aquoso de Eugenia punicifolia (EEP) quanto a sua
composicdo centesimal, onde foram determinados os teores de umidade, proteinas,
lipideos, cinzas, assim como também a prospeccéo fitoquimica do EEP.

Segundo Oliveira et al.(2006), estudos fitoquimicos realizados com espécies de
Eugenia revelaram a presenca de flavonoides, taninos, terpendides e 6leos essenciais. Os
flavondides sdo compostos da familia dos polifendis, e em relacdo as suas propriedades
terapéuticas, pode-se citar a atividade antioxidante, além de atuarem na inibicdo da
enzima lipoxigenase -5, conversora do acido araquidénico em leucotrienos, que sao
mediadores de asma, alergias e inflamacdo, bem como a inibicAo da via da ciclo
oxigenase (COX) (SIMOES, 1984). Além deste, os terpendides podem tanto na medicina
popular, como na terapéutica, serem usadas como sedativas, tranquilizantes e
anticonvulsivantes. Muitos 6leos volateis possuem uma grande variedade de atividades
farmacoldgicas, tais como ansiolitica, anticonvulsivante e antinociceptiva (SOUSA et al.,
2007).

Os provaveis efeitos a partir destes metabolitos secundarios possibilitam, por exemplo,
reducdo da taxa de absorcéo de hidratos de carbono e diminuicdo de riscos de fatores de
doencas cardiovasculares, oferecendo entdo uma oportunidade inovadora de retardar a
sindrome metabdlica, na qual € comum na populacéo (Galeno et al., 2014).

A prospeccdo fitoquimica e a cromatografica em camada delgada contribuem
diretamente na identificacdo da espécie e fornecem parametros de auséncia ou presenca
de metabolitos secundarios que poderdo ser aplicados futuramente de forma direta a
populacdo, através da sintese de um produto biotecnoldgico de interesse comercial,
auxiliando na ampliacdo do mercado de fitoterapicos.

5. Objetivos

5.1 Geral

e Realizar prospeccao fitoquimica do extrato aquoso de Eugenia punicifolia (EEP).
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5.2 Especificos

e Coleta botanica e preparo do extrato;

e Realizar triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabolitos
secundarios por meio de reacdes quimicas caracteristicas;

¢ Quantificar fendis e flavonoides totais;

e Quantificar atividade sequestradora de radical 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

e Determinar os teores de umidade, proteinas, lipideos e cinzas.

e Fazer particao de liquido-liquido a partir do extrato aquoso;

e Analisar as particbes por cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC);

6. Metodologia
6.1 Material

O material vegetal foi fornecido pela Embrapa-AM Ocidental, colhidas em diferentes
épocas do ano, com aproximadamente um ano de idade e em fase reprodutiva e
identificadas pelo botanico Valdely Ferreira Kinupp do Herbario do Instituto Federal de
Educacéo Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, atraves do nimero da exsicata (6789). A
coleta do material biolégico proposto para estudo foi autorizada pelo CGEN
(AUTORIZACAO n°. 34/2008).

O material coletado foi submetido a inspecao visual, excluindo-se material
organico estranho e partes nao sadias, comprometidas por insetos, fungos ou oxidadas.
Em seguida foi realizado os procedimentos de acordo com a metodologia de Bastos
(2011).

6.2 Procedéncia da droga vegetal

O extrato aquoso de Eugenia Punicifolia foi preparado a partir da metodologia de
Bastos (2011). O produto seco foi obtido por asperséo, utilizado uma solugéo extrativa
aquosa, em equipamento Mini Spray drier (modelo MSD 1,0 de Labmaq, Sao Paulo,
Brazil). Apds o preparo do produto, o EEP foi protegido da luz e da umidade, sendo
acondicionado em frasco opaco, hermético e armazenado em dessecador.

6.3 Prospeccéo fitoquimica

Este ensaio analisou todas as caracteristicas qualitativas dos principais grupos

guimicos que constituem os principios ativos das drogas vegetais, utilizando em cada

caso, reacdes de coloracdo e ou precipitacdo. O ensaio sistematico de analise em
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fitoquimica foi pelo método de maceracdo, extrato aquoso a 20% (vinte por cento) e

extrato hidroalcodlico a 20% (vinte por cento) do vegetal em estudo. A partir desses
extratos foram determinados a presenca dos principais grupos quimicos (MATOS, 1997).
6.3.1 Prospeccao de heterosideos cianogenéticos

Pesou-se 10,0 g de amostra vegetal e transferir para um erlenmeyer de 250 mL
com tampa esmerilhada (ou erlenmeyer com rolha). Adicionou-se 50,0 mL de &agua
destilada e 1 mL de acido sulfarico (H2SO4) concentrado. Prendeu-se uma fita de papel
de picrato de sédio, previamente preparado, a tampa do erlenmeyer, evitando seu contato
com o liquido. Deixou-se em banho-maria a uma temperatura de 60 °C por duas horas.
Observou-se o aparecimento de cor no papel.

6.3.2 Prospeccéo de saponinas

Preparou-se 100 mL de extrato aquoso a 2% de droga vegetal por infusdo ou
decoccao. Deixou-se arrefecer e transferiu-se 5 mL para um tubo de ensaio. Agitou-se
vigorosamente por 15 segundos e observou-se a formacao de espuma persistente por 15
minutos. Acrescentou-se gotas de &cido cloridrico 2 N sobre a espuma e observou
novamente.

6.3.3 Teste para alcaloides

Preparou-se um extrato por decoccédo a partir de 1,00 g da matéria prima vegetal e
20 mL de &cido cloridrico a 10%. Filtrou-se para um funil de separacgdo. Alcalinizou-se o
extrato obtido até pH 11 com hidréxido de aménio. Adicionou-se 10 mL de éter etilico e
agitar. Deixou-se repousar até separacao das fases. Retirou-se a fase etérea. Acidulou-se
a fase aquosa com &cido cloridrico a 10%. Distribuiu-se a fase aquosa em 4 tubos de
ensaio de 10 mL, e a 3 deles acrescentar algumas gotas dos reagentes de Mayer,
Bertrand, Hager e Dragendoff, respectivamente, observando a formacao de precipitados.
6.3.4 Prospeccdo de antraquinonas
6.3.4.1 Reacdo de Borntrager direta (antraquinonas livres)

Colocou-se 0,5 g da amostra vegetal em um tubo de ensaio. Adicionou-se 10 mL de
éter etilico. A solucéo etérea, adicionou-se 1 mL de NH4OH 10% e agitou-se até observar
mudanca na coloracao.
6.3.4.2 Reacdo de Borntrager com hidrdlise (glicosideos antraquinénicos)

Ferveu-se 1 g de amostra vegetal em 10 mL de etanol a 70 % e 5 mL de &cido
cloridrico 10% por 3 minutos. Filtrou-se para um erlenmeyer e deixou-se arrefecer.

Extraiu-se com por¢des de 3 mL de benzeno. Transferiu-se 3 mL da fase benzénica a um
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tubo de ensaio. Acrescentou-se de 2-3 mL de hidroxido de amoénio 10% e observou-se o

aparecimento de cor.
6.2.5 Prospeccdo de cumarinas e flavonoides
6.2.5.1 Extracdo

Preparou-se um extrato hidroetandlico com 2,5 g de amostra vegetal e 50 mL de
etanol a 70% por decocgao por 10 minutos, filtrou e deixou arrefecer. Transferiu-se para
um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com etanol a 70 %. Distribuiu-se
aliquotas de 3 mL em sete tubos identificados.
6.2.5.2 Identificacdo de cumarinas

Despejou-se, separadamente, duas gotas do extrato recém-preparado sobre um
pedaco de papel de filtro comum (mancha teste e mancha controle). Sobre uma delas
(mancha-teste), gotejou-se solucédo de hidroxido de potassio N em etanol. Sob UV A365,
observou-se o aparecimento de fluorescéncia.
6.2.5.3 Identificacao de taninos

Adicionou-se da solucao de cloreto férrico ao tubo 1, agitando bem. Observou-se a
formacéao de precipitados.
6.2.5.4 Identificacdo de antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas,
auronas e flavononois

Ajustou-se o pH dos tubos 2, 3 e 4 a 3, 8,5 e 11 por meio da adi¢cdes de acido
sulfurico, hidréxido de sodio 2 N e hidréxido de potassio 2 N, respectivamente. Observou-
se e interpretou-se o aparecimento de cores.
6.2.5.5 Teste para leucoantocianinas, catequinas e flavanonas

Ajustou-se o pH dos tubos 5e 6 a1l e 11 por meio da adicdo de acido cloridrico 2 N
e hidréxido de sodio 2 N, respectivamente. Foram aquecidos os tubos por 2-3 minutos em
uma lampada de alcool e observou-se o aparecimento de cores.
6.2.5.6 Teste para flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas

Adicionou-se ao tubo 7 alguns centigramas de magnésio e 0,5mL de HCI
concentrado.
6.3 Fracionamento do extrato bruto.

Para obtencé&o das frac0es, o extrato foi fracionado a partir de filtracdo a vacuo com
a utilizacao de solventes de diferentes polaridades. Foi submetido a uma particao liquido-
liquido e extraido com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Apés esse

periodo, foi realizada a concentracao do extrato em um evaporador rotativo a vacuo.
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O extrato seco foi diluido em &gua a 1%, retirou-se 10 pL, em triplicata, e foi
colocado em microplacas de 96 pogos de fundo chato e adicionado 50 puL do reagente
Folin Cicalteal e encubadas por 8 minutos no escuro. Apoés, 0,4% de carbonato de sodio
(m/v) (240 pL) foi adicionado a mistura e a reagao foi novamente incubada por 5 minutos e
seguiu-se a primeira leitura no leitor de microplacas. O acido gélico foi utilizado como
substancia padrao da reacéo utilizando as mesmas condi¢cdes do extrato. (XU e CHANG,
2009)

O acido gélico foi utilizado como substéncia padrdo da reacdo utlizando as
mesmas condi¢des do extrato e 0 etanol como controle negativo da reacado. A atividade foi

calculada pela formula:

% de fendis =100 - (Abs A2-A1/ Abs controle ) X 100

6.5 O ensaio de teor total de flavonoides

Primeiramente, adicionou-se na placa de 96 pocos, o extrato aquoso a 1% (30 pL)
e em seguida adicionado 270 uL de etanol e fez-se a primeira leitura da absorbancia. Em
outros pogos, foi adicionado 30uL do extrato aquoso diluido a 1% e foi acrescido de 90 pL
de etanol em cada cavidade da microplaca de 96 pocos de fundo chato. Logo apés, foi
adicionado 6uL de cloreto de aluminio a 10% (m/v) e 6uL de acetato de potassio a 1M,
ambos diluidos em agua destilada. Para finalizar, foi adicionado 168 ul de agua destilada.
A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
determinacdo da segunda absorbancia. A quercetina foi utilizada como padrdo da reacao
utilizando as mesmas condi¢des do extrato (DE CHANG, 2002).

A quercetina foi utilizada como padrdo da reacdo utilizando as mesmas condicdes
do extrato e o etanol como controle negativo da reacdo. A determinacdo da concentracao

de flavonoides foi feita pela seguinte formula:

% de flavonoides =100 - (Abs A2-A1/ Abs controle) X 100

6.6 Atividade sequestradora do radical DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazila)

Foi pesado 2 mg de DPPH e dissolvido em 12mL de etanol absoluto. Colocou em
uma placa de 69 pocos de fundo chato, 170 uL da solugdo, mais 30 pyL de etanol. E
verificou-se a absorbancia no leitor de microplaca (DTX 800, Beckman) em

aproximadamente 1,00. Em seguida, adicionou-se na mesma placa, 100 pyL do extrato
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pogos da placa. Foi retirado 30 uL de cada diluicdo (em triplicata) e adicionado 170 uL da
solucéo etandlica de DPPH. Na preparacédo do controle, foi adicionado 30 uL de etanol
com 170 L de solugao etandlica de DPPH. Também em triplicata. A placa foi levada para
encubacdo em temperatura ambiente e no escuro por 30 min. Apds a encubacao, foi
verificada cada DPPH no leitor de microplaca, passado os dados para EXCEL e calculado
%, desvio padrdo, concentracdo da amostra necessaria para varrer 50% dos radicais
livres (Clso) e seu desvio padrao (MAHMOUDI et al., 2009)

A atividade antioxidante foi calculada usando a seguinte equacao:

% de inibicdo do radical DPPH-=100 - (A2-A1/ Abs controle) X 100

Com o resultado de % de inibicdo obtido na leitura da absorbancia das diferentes
concentracfes de cada uma das amostras foi possivel calcular o indice capaz de inibir
50% dos radicais livres (IC50) (Lee et al.,2003).

6.7 Composicao centesimal

O teor de umidade foi realizado gravimetricamente, até peso constante, da dessecacao
em estufa a 105°C. Pesou-se 5,0 g de amostra em capsula contendo camada de areia. O
residuo obtido foi reservado para a extracdo de lipideos. Para o teor de lipideos totais, foi
determinado gravimetricamente, apds extracdo com éter etilico, em aparelho de Soxhlet.
Em determinacéo de proteinas totais foi pelo método de Kjeldahl e o teor de nitrogénio
presente na amostra foi convertido em proteina multiplicando-se pelo fator de converséo
indicado pelo método. E teor de cinzas pelo método gravimétrico, com base na perda de
peso, por incineracdo em mufla a 550°C (AOAC, 2005).
6.8 Analises por técnica cromatografica
6.8.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As fragdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol foram submetidas

a possivel fases moveis especificamente a fim de separar para posteriores isolagdes.
6.8.2 Anélise em HPLC
As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
Cromatégrafo Shimadzu com detector de arranjo de diodo, empregando uma coluna Luna
5u C18 (2) 100 A 250 x 4,6 mm, modelo Phenomenex. As amostras foram analisadas por
dois gradientes diferentes, A (45 minutos) e B (30 minutos), compostos por variacdo da

mistura acetonitrila: dgua com fluxo 0,8 mL/min. Esses sdo métodos que estdo sendo
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validados pelo Laboratorio de Fitoquimica e Semissintese da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas (FITOPHAR-FCF). O volume de injegao foi de 20 yL da amostra a 1 mg/mL.
Os picos obtidos tiverem seu tempo de retencdo e absorbancia comparados com os dados
de substancias padrdo disponiveis no FITOPHAR-FCF, analisadas sob as mesmas
condicoes.

7 Resultados e Discussdes
7.1 Prospeccao fitoquimica

Os resultados das analises fitoquimica com espécies E. punicifolia, Amazonas,
Brasil, estéo representados com detalhes na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados da prospeccao fitoquimica
METABOLITOS SECUNDARIOS POSITIVO NEGATIVO

Alcaloides -
Antocianidinas -
Antocianinas =

Antraquinonas -

Aurora -
Catequinas ( taninos catequicos) 4
Chalcona -
Cumarinas -
Esteroides +
Flavonas i
Flavonois +
Flavononas +
Flavononois +
Glicosideos cardioativos i
Heterosideos cianogenéticos +

Leucoantocianidinas -
Saponinas +

Tanino condensados -

Taninos hidrolisaveis +
Triterpenos +
Xantonas +

O extrato em analise apresentou a coloracdo vermelha, esperada para resultados

positivos de flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas. Como descrito, existem
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diferentes classes de flavonoides, como: antocianinas, flavonadis, flavonas, isoflavonas,
flavononas e flavanas, com mudltiplos efeitos biol6gicos, como atividade antioxidante,
antiinflamatoria e antitumoral, poder de reducao a fragilidade e permeabilidade capilares;
inibicdo da destruicdo do colageno a agregacdo plaquetaria. Assim, a ingestdo de
flavondides estd associada a longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas
cardiovasculares (ARAUJO, 2008).

A rica presenca de diversos flavonoides justifica a continuacdo da presente
pesquisa com a cromatografia delgada visando identificar as substancias devidos
conhecimentos e futuros procedimentos farmacéuticos.

A presenca de heterosideos cianogenéticos sdo compostos que por hidrélise
fornecem um ou mais aclcar, sendo a mais comum a D-glicose. Muitos glicosideos séo
importantes na terapéutica e estdo presentes em plantas medicinais, tais como o0s
cardiotonicos, destacando-se a digitoxina isolada de espécies do género Digitalis, no caso
a D. purpurea, conhecida como dedaleira, e a digoxina, isolada de D. lanata onde tem sido
utilizada no tratamento da insuficiéncia cardiaca (SILVA, 2012).

A presenca de saponinas (figura 1), logo, o extrato € constituido de saponinas, na
gual possui propriedades tensoativas, ao dissolver-se em agua e por agitacdo formam

espuma persistente, tem propriedades detergentes (SULEYMAN et al., 2003).

Figura 1: Identificac@o de saponinas. Fonte : propria.

As principais atividades apresentadas por plantas que possuem saponinas Sao:
anti-inflamatdria, larvicida, hipocolesterolemiante, moluscicida (pesticidas usados no
controle de moluscos, como as lesmas e caracois) e expectorante. (SULEYMAN et al.,
2003).
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Os taninos hidrolisadveis possuem um grupo poliol central (em sua maioria, € 3-d-

glicose, mas também o &cido quinico, outros fendis e outros glicosidos); e hidroxilas
esterificadas pelo acido galico (parte fendlica) (CASTEJON, 2011).

Tém sido atribuidas aos taninos muitas atividades fisiolégicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a acdo tumoral, e atividades anti-infectivas
(LOGUERCIO, 2005). Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, 0s
taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa
camada, o0 processo de reparacdo tecidual ocorra naturalmente. Em patologias
estomacais, o0 mecanismo de acdo é bem semelhante, com a forma¢cdo de uma camada
de tanino-proteina complexados que envolvem a mucosa estomacal (MELLO & SANTOS,
2001).

7.2 Fracionamento de extratos

A fase em metanol (figura 2) obteve maior rendimento devido coloragéo, consisténcia
e quantidade evidenciando rica presenca de substancias. As demais fases, hexanica,
acetato de etila e de diclometano, apresentaram coloracdo transparente e em
pouquissimas quantidades desfavorecendo posteriores analises, como a cromatografia.

A amostra foi devidamente armazenada em ambiente climatizado e controlado,

preparada para o desenvolvimento das demais analises.

Figura 2 : Fragdo em metanol. Fonte: propria.
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7.3 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

O extrato aquoso apresentou teor de fenois de 39,55 + 3,97 mg equivalentes de
acido galico. Segundo Galeno (2014), o EEP apresentou teor de fendis 21,6 + 1,0 mg por
equivalente de acido galico (GAE/qg).

Os dados adquiridos propde que ao longo dos anos os compostos fendlicos foram
influenciados pelo ambiente e refletidos na quantificagdo das atividades antioxidantes,
sendo crescente proporcionalmente ao passar do tempo (HENDRIKS, 1997).

Este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas,
possui um papel importante na reducao da oxidacéo lipidica em tecidos, vegetal e animal,
pois quando incorporado na alimentagdo humana n&o conserva apenas a qualidade do
alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias, como
aterosclerose e cancer, o que justifica o estudo dos polifenéis mesmo sendo um
componente dietético ndo essencial (MANACH et al., 2005).

7.4 O ensaio de teor total de flavonoides

O extrato aquoso apresentou teor flavonoides de 10,71 £ 0,42 mg equivalentes de
guercetina, respectivamente. Segundo Galeno (2014), o EEP apresentou teor de
flavonoides 2,62 + 0, 5 mg por equivalente de quercetina (QE/q).

Os dados de flavonoides também sofreram influencia do ambiente, pois as coletas
das amostras estdo interiligadas com fatores externos como temperatura, indice
pluviométrico, composi¢cao atmosférica, sazonalidades e foi possivel observar a diferenca
de forma benéfica ao passar do tempo visto que os resultados foram maiores comparados
aos resultados de anos atras.

Dentro dos compostos fendlicos, os flavondides compreendem ao grupo mais
importante. A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado anel C. O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/ malonato, enquanto o
anel B é derivado da fenilalanina. Variagcbes em substituicdo do anel C padréo resultam
em importantes classes de flavondides, como flavonéis, flavonas, flavanonas, flavanois
(ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B originam
diferentes compostos 27 dentro de cada classe de flavondides. Estas substituicbes podem
incluir oxigenagao, alquilagéo, glicosilacdo, acilagéo e sulfacdo (HOLLMAN et al., 1999).

Os alvos bioldgicos principais dos radicais livres e das ROS séo as proteinas, cuja

oxidacdo conduz a perda de funcdo ou a degradacdo prematura nos proteossomas; 0s



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

lipidios, cuja oxidacdo altera as propriedades fisicas das membranas celulares e,

consequentemente, a sua funcdo; e o DNA, cuja oxidacdo pode conduzir a mutagdes
génicas, a sintese protéica anormal, a alteracdo na expressdo génica, a apoptose e a
morte celular (MACEDO, 2012).

7.5 Atividade sequestradora do radical DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazila)

No presente estudo cientifico, o ensaio do DPPH com a amostra apresentou Clso de
8,13 + 0,35 pg/mL, frente a 3,4 + 0,1 pg/mL apresentada pelo padrdo de acido galico,
usado no teste.

Segundo Sousa (2004), o cha de boldo (Pneumus boldus, Mold.) possui 2,04
mg/mL de Clso, onde compde quimicamente de alcaloides, taninos, flavonoides e eugenol,
a camomila (Matricaria recutita L.) possui 47,41 mg/mL de Clso, compde de acidos
fendlicos, esteroides, cumarinas e flavonoides, o cravo (Eugenia aromatica, Baill) possui
0,46 mg/mL de Clso, constituido de diversos 6leos essenciais como: cariofileno, metil-
eugenol, oxido de cariofileno e chavicol.

As variagOes encontradas nos testes antioxidantes podem ser decorrentes do
desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos érgdos concomitante a uma constancia
no conteudo total de metabdlitos secundarios. Pois isto pode levar a menor concentracao
destes metabdlitos por diluicdo, podendo, no entanto, resultar em maior quantidade total,
devido ao aumento de biomassa. Além disso, alguns dos fatores discutidos apresentam
correlacbes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no
metabolismo secundario, como por ex.. desenvolvimento e sazonalidade; indice
pluviométrico e sazonalidade; temperatura e altitude, entre outros (HENDRIKS, 1997)

7.6 Composicao centesimal
Na andlise centesimal realizada a partir do extrato aquoso da E. punicifolia (DC),
constou 10,55 + 0,26 de umidade, 7,81 + 0,22 de residuo mineral, 0,12 + 0,02 de lipideos
e 4,55 + 0,22 de proteinas. Estudos com outra espécie, Eugenia uniflora L. (pitanga),
constou 90% de umidade, 0,23% de lipidios, 0,76% de proteinas, 0,28 de residuo mineral.
O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acdo de enzimas,
podendo acarretar na degradacdo de constituintes quimicos, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2004).
As cinzas, residuos nao volateis, isentos de carbono, que se originam da

combustdo das substancias organicas em condi¢cfes apropriadas, provém, basicamente,
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dos constituintes minerais e dos organo-metalicos que integram as plantas (cinzas

fisiologicas) e, ainda, de materiais estranhos, especialmente areia e terra aderente a
superficie da droga (cinzas nao-fisiologicas). Portanto, o teor de cinzas totais de acordo
com o estabelecido, como parametro para uma determinada matéria-prima vegetal,
indica que ndo ha presenca de impurezas inorganicas nao-volateis que podem estar
presentes como contaminantes (PAULA et al.,2008).

A identificacdo de espécies vegetais ricas em proteinas contribui para diminuir as
caréncias nutricionais para populacao geral (VIEIRA, 1983).

O baixo teor lipidico contribui para o reduzido valor energético indicando a
possibilidade de inclusdo em dietas com restricdes caldricas. (CHAVES et al., 2004)
7.7 Anélise por técnicas cromatogréficas
7.7.1 Cromatografia em Camada Delgada

As fracbes de hexano e diclorometano ndo foram possiveis procederem a
metodologia por deficiéncia nos rendimentos, pois ndo atingiram massas suficientes. Na
fracdo de acetato de etila foi possivel separar através da fase movel Hexano:Acetato de
Etila (3:7), seguiu-se para cromatografia em coluna com as respectivas fases e foi isolado
para as seguintes analises em HPLC e na metandlica, ndo obteve-se a separacao
adequada em nenhumas das fases maoveis testadas ao longo do prazo determinado.

7.7.2 Andlises em HPLC

A fase em metanol (extrato) e extrato aquoso de E. punicifolia seco (p6) foi
identificada os seguintes picos (figura 3).

As substancias identificadas na fase metandlica e no extrato seco sdo ricas em
diversos derivados dos &cidos fendlicos. Estudos observaram um aumento na capacidade
antioxidante do plasma ap6s o consumo destes compostos. No entanto, condizem com
todos os testes antioxidantes realizados ao longo da pesquisa e altos desempenhos nos
respectivos resultados (MANACH et al., 2005).
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Figura 3: Perfil da fase metandlica e do extrato seco. 1 = 4cido quinico; 2 = acido clorogénico; 3 = acido
gélico; 4 = glucosideo do &cido p-cumarico; 5 = glucosideo do acido galico; 6 = acido cafeico; 7 = ester do

acido p-cumarico; 8 = galato de etila

Na fase em acetato de etila, foi observado no cromatograma obtido com o método
A (Figura 4), 6 picos bem definidos, os quais n&o corresponderam a nenhum dos padrbes
disponiveis no acervo do FITOPHAR-FCF. Contudo, esse sistema pode ser empregado
em meétodos preparativos para a separacao e identificacdo das substancias observadas.
Por outro lado, no cromatograma obtido com o método B (Figura 5) observaram-se dois
picos com tempo de retencdo e absorbancia semelhantes as das substéncias a e [3-

amirinas (Figura 6), 0 que sugere a presenca das mesmas na amostra.
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Ambas substancias sao triterpendides em que tém despertado um grande interesse

nos ultimos anos em razdo da descoberta do seu potencial farmacolégico, com inUmeras
atividades terapéuticas, tais como: anticancer, antiinflamatorio, antileprético, antiviral,
antibacteriano, antifingico, antidiurético, giardicida e inibidores da enzima
acetilcolinesteras (Barbosa-Filho et al., 2007). A partir da mistura binaria a e B amirina,
isolada em grande quantidade em um estudo, foi realizado uma série de ensaios
biolégicos, destacando-se potente atividade anti-inflamatéria, e antiartrite. (BANDEIRA,
2002).

H H
a- Amirina B-Amirina
Figura 7: substancias identificadas

Estudos demonstrando a relacdo estrutura quimica (figura 7) e atividade bioldgica
de triterpenos encontram-se bem representados na literatura, onde modificacdes
estruturais podem ser obtidas objetivando a potencializacdo da ac¢do farmacoldgica do
triterpeno de partida.

Os estudos cientificos envolvendo produtos naturais ativos, suas indicacbes e
contra-indicagBes, podem proporcionar aos fitofarmacos um maior nivel de aceitagcdo
meédica, respaldados pela comprovacdo de sua eficacia terapéutica em experimentos
farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos. Este fato € de extrema importancia, considerando-
se gue o Brasil se encontra atualmente nas primeiras posi¢cdoes no mercado mundial de
farmacos, necessitando urgentemente que as industrias de fitofarmacos existentes se
desenvolvam para competir inclusive a nivel internacional. A instalacdo de industrias
envolvendo a sintese de farmacos a partir de produtos naturais poderia, assim, ser um
consideravel polo de crescimento para a quimica e a farmacologia.
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