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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) é uma patologia que se caracteriza por excesso de glicose no
sangue. A incidéncia em 2014 foi de 387 milhfes de individuos diagnosticados no mundo.
Estudos farmacologicos tém demonstrado a eficacia das plantas medicinais como
inibidores da a-glicosidase para o controle da glicemia e da lipidemia. Além disso, ha
relatos de que elementos inorganicos, associados a uma dieta equilibrada, auxiliam na acéo
da insulina. Eugenia punicifolia (Kunt) DC, conhecida como "pedra-ume-cad", utilizada na
medicina popular como hipoglicemiante, € uma das espécies do género Eugenia que
compde a familia Myrtaceae. O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia da droga
vegetal e fracOes de E. punicifolia, frente a enzima a- glicosidase. Dentre os resultados, foi
constatada, pela primeira vez na especie, a presenca de acidos graxos saturados: acido
estearico, acido hexadecanoico (acido palmitico); poli-insaturados: &cido linoleico, &cido
linolénico, &cido alfa-linoleico; assim como dos esteroides estigmasterol e beta-sitosterol.
O trabalho também demonstrou que a espécie acumula &cido galico em suas estruturas
foliares. A fracdo aquosa apresentou os elementos inorganicos magnésio (17,7976 mg/g),
manganés (0,3481 mg/g), rubideo (0,0651 mg/g), zinco (0,03771 mg/g), cobre (0,00198
mg/g), niquel (0,015276 mg/g), chumbo (0,00145 mg/g), cobalto (0,000717 mg/g), érbio
(0,000056 mg/g), Iutécio (0,000002 mg/g) e platina (0,000002 mg/g) em maior
concentracdo. O ensaio in vitro mostrou a eficacia da fracdo aquosa (ICso 0,00934mg/mL),
constituida por substincias organicas e inorganicas, frente a enzima a-glicosidase, quando

comparado com o padréo acarbose (ICso 1,04933mg/mL).

Palavras Chaves: Eugenia punicifolia, inorganicos, a-glicosidase



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a pathology which is characterized by the excess of glucose in
the blood. In 2014, 387 million people worldwide were diagnosed with this disease.
Pharmacological studies have demonstrated the efficacy of medicinal plants as enzymatic
inhibitors of a-glicosidase controlling glycemic and lipidemic. Additionally, studies have
proven that inorganic elements associated with a balanced diet, significantly improve the
effect of insulin. Eugenia punicifolia (Kunt) DC, known as “pedra-ume-caa” is popularly is
used as hypoglycemic remedy, belongs to the genus Eugenia, Mytraceae family. Thus, the
aim of this study was to evaluate the efficacy of plant drug and fractions of E. punicifolia,
against o- glucosidase enzyme. Obtained results demonstrated the presence of saturated
fatty acids, stearic and hexadecanoic acids (palmitic acid); polyunsaturated linoleic acid,
linolenic acid and alpha-linoleic acid; as well as the stigmasterol and beta-sitosterol
steroids which have not been reported in this species so far. It was also observed that the
species accumulates gallic acid in their foliar structures. The aqueous fraction was rich in
inorganic  elements evidencing high concentration of magnesium (17.7976 mg/g).
manganese (0.3481 mg/g). rubidium (0.0651 mg/g). zinc (0.03771 mg/g). copper (0.00198
mg/g). . nickel (0.015276 mg/g). lead (0.00145 mg/g). cobalt (0.000717 mg/g). érbium
(0.000056mg/g). lutécium (0.000002 mg/g) and platinum (0.000002 mg/g). In vitro test
showed the effectiveness (ICso 0,00934mg/mL) of E. punicifolia aqueous fraction,
consisting of organic and inorganic substances, against a-glucosidase enzyme when
compared to the standard acarbose (ICso 1,04933mg/mL).

Keywords: Eugenia punicifolia, inorganic, o-glucosidase



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Estudos Quimico, Biologico e Farmacoldgico de Espécies do Género Eugénia ... 7
Tabela 2 Constituintes volateis identificados do ¢leo essencial de E. punicifolia. ............. 49
Tabela 3 Quantificagdo de elementos inorganicos de E. punicifolia (mg/g)..........c.ceevne.e. 53
Tabela 4 IC50 das fracdes de E. punicifolia (Mg/ML)........ccceveiieiieiiic e 55



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Estrutura molecular do miglitol, do voglibose, e da acarbose. ...........cc.ccocvrviinnee. 3
Figura 2 Estruturas quimicas das flavanonas glicosiladas myrciacitrinas I, Il, I, IV E V. .5

Figura 3 Espécime Eugenia punicifolia (Kunth) DC da colecdo de plantas medicinais da

Unidade de Biotecnologia, UNAERP - Universidade de Ribeirdo Preto -SP.................... 36
Figura 4 Fluxograma da obtencdo do extrato bruto hidroalcodlico de E. punicifolia. ........ 42
Figura 5 Fluxograma da particao liquido-liquido do extrato bruto hidroalcodlico. ............ 43

Figura 6 Exsicata de E. pUNICITOIIA .........cooiiiiiiiiiise e 48



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DM Diabetes mellitus
DVI droga vegetal inicial
FH fracdo hexanica

FAc fracdo acetato de etila
FM fracdo metandlica
FAQ fracdo aquosa

DVF droga vegetal final



LISTA DE SIMBOLOS

a alfa

B beta

y gama

d delta

U micro Litro

Amax comprimento de onda maxima no UV



SUMARIO

L INTRODUGAD ...t 1
1.1 Diabetes MEHItUS (DIM) ......couioiiiieieee ettt 1
1.2 Inibidores da o- GHCOSIHASE .......coviiiieieiieiieeie s 2
1.3 Familia Myrtaceae € 0 gENEro EUQGENIA.........c.ccveiiiieieeie e 3
1.4 A espécie Eugenia punicifolia (Kunth) DC. .........ccccoiiiiiiiiiniiiceec s 36
1.5 Constituintes inorganicos em plantas hipoglicemiantes ............ccccccevevveieiieiienenn, 37

2 OBIETIVOS ...ttt b et b ettt ettt ene et e e nne s 39
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 39

3 MATERIAIS E METODOS .......oociieieeeiceisee s eete s sesee s sesssses st senaessneas 40
3.1 Coleta do material vegetal de Eugenia punicifolia (Kunth) DC............cccccocvnvnnnnnnn. 40
3.2 Preparo e identificacdo da exsicata de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. ................. 40
3.3 Extracdo do Oleo essencial de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. .........ccccoevieiinnnnn. 40

3.3.1 Analise dos Constituintes VVolateis de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. ........... 40
3.4 Obtenc&o e fracionamento do extrato bruto de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. ....41
3.6 Analise das fracbes de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. por CG-EM...................... 44
3.7 ReAGAO0 U€ SHANIZAGAD .....ecveeeeeiieeie e ciee sttt sreenae e nnes 44
3.8 Anélise da fragdo n-butandlica de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. por clae-uv.....44
3.9 Extracdo e analise dos constituintes inorganicos de Eugenia punicifolia (Kunth) DC.
.......................................................................................................................................... 45

3.9.1 ANALISE ESTALISTICA ....vecveivesiieiieiiesieie ettt ettt ene s 45
3.10 Ensaio biologico in vitro de inibigdo da enzima a-glicosidase...........ccocvvvervenenne. 45

3.10.1 Preparo das AMOSIIAS .....cccuueiuiiiiieitie it esieeesieesre e e ae et srae e et e e e neesaee s 46

3.10.2 Prepar0 das SOIUGDES ........ccueiueiieieiiese et 46

3.10.3 O ENSAID ..vevieveeieeiie et ie ettt te e st ste e be et e s teene e re e ae e nnaeeneenneens 46

3.10.4 ANAliSe ESLAtISTICA ......coeivieieeiiieie et 47

4 RESUITAOS € TISCUSSAOD ... cveereeerieitieieesiesieestee e eseessee e eseesseestesneeaseesseenseeneesreesseaneesseenseenes 48
4.2 Analise dos CONSEItUINTES VOIALEIS. .....c.veieiiiiiiieiiciecee e 48
4.3 Analise da fragdo hexanica de Eugenia punicifolia (Kunt) DC. por CG-EM ........... 50
4.4 Analise da fracdo AcOEt de Eugenia punicifolia (Kunt) DC. por CG-EM............... 50

4.5 Analise da fragdo n-butanolica de Eugenia punicifolia (Kunt) DC. por CLAE-UV .51



4.6 Extracdo em soxleht da droga vegetal de Eugenia punicifolia (Kunt) DC................ 51

4.7 Ensaio in vitro da enzima o-gliCOSIAASE........cccvevvviiiiieie e 55
5 CONCLUSAD ......otvirieiiieise ettt 56
B ANEXOS ...ttt ettt ettt ne et 57

REFERENCIAS ... oot e e ee et e e oo e e e e e e e e s e e e e et et et e et e et e e e e et e et e es e e ee e e 79



1 INTRODUCAO
1.1 Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM) é uma fisiopatologia que se caracteriza por excesso de
glicose no sangue, causada por uma desordem enddcrina. Hormdnios pancreaticos como a
insulina, o glucagon, e a somatostatina em niveis alterados deixam de realizar a
homeostase da glicose no plasma (GOLAN etal., 2014).

Dentre todos os tipos de DM existentes, 0s mais comuns se classificam em tipo 1, o
qual ndo produz insulina, e tipo 2, o qual produz insulina insuficiente. O desenvolvimento
de diabetes do tipo 1 é usualmente subito e dramdtico; enquanto 0s sintomas como
cansaco, falta de energia, falta de concentracdo, sede excessiva e emagrecimento podem,
muitas vezes, ser leve ou ausente em pessoas com diabetes do tipo 2 (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2014; 2015).

Os fatores que mais predispbe o DM tipo 2 sdo estilo de vida, comportamento
emocional do individuo e a genética, onde o padrdo de expressdo de genes pode ser
alterado com o stress vivenciado pela mde durante a gestacdo (SZYF, 2013;
MURGATROYD, 2014; ZIMMET et al, 2014; GUSMAO, 2015). O DM tipo 2 pode gerar
complicacGes e até desencadear novas patologias como cegueira, ataque cardiaco, faléncia
renal, entre outras (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014; 2015).

Em 2014, estimava-se haver 387 milhdes de pessoas no mundo com DM, ja em
2015, 415 milhdes eram portadores desta patologia, com projecdo de chegar 642 milhdes
de individuos em 2040 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014; 2015).

Em &mbito mundial, o DM causou 4,5 milhdes de mortes no ano de 2014, e o gasto
total para os cuidados desses pacientes adultos foi de aproximadamente 612 milhbes de
ddlares (ISER et al, 2015).

A hiperglicemia pode levar a formacdo de peroxido de hidrogénio, o qual gera
espécies reativas de oxigénio. Estas sdo responsaveis pela peroxidacdo de lipideos,
resultando no aumento de substancias causadoras da agregacdo plaquetéria e conseqlente
trombose (NEGRI, 2005). Portanto, substancias com atividade antioxidante promovem
acao protetora sobre os danos oxidativos produzidos pelo diabetes.

Segundo Prince et al. (2004), o excesso de lipideos no sangue esta totalmente
correlacionado com o DM. A diabetes descontrolada leva a lipemia diabética, a qual €

caracterizada pelo acumulo de colesterol e triglicérides no plasma. Consequentemente,



pacientes diabéticos sdo fortes candidatos a apresentar doencas coronarianas, arteriais e
cerebrovasculares (SHOENFELDER et al., 2010).

Visando o tratamento e o0 controle da taxa de glicemia pos-prandial, muitas
associagdes de medicamentos alopéticos sdo prescritos para pacientes com diabetes tipo 2,
como a insulina exégena (acdo hipoglicémica), o glucagon exdgena (acdo hiperglicémica),
as sulfoniluréias e meglitinidas (estimulam a producdo de insulina), as tiazolidinedionas e
biguanidas (intensificam a acdo da insulina nos tecidos alvos, por exemplo a metformina),
terapia de combinagdo (metformina com insulina ou com sulfoniluréia), agonistas do GLP-
1 e compostos miméticos (exenatida e sitaglepitina), e mais recentemente 0s inibidores da
alfa-glicosidase ~ (acarbose, voglibose e migltol) (GOLAN et al, 2014;
ADISAKWATTANA et al, 2012; DE CASTRO et al, 2015). Porém, efeitos adversos
como dor abdominal, diarréia, tontura, nervosismo, cefaléia, ndusea, sdo muito frequentes
em pacientes que fazem uso destes medicamentos para o tratamento do DM (GOLAN et
al., 2014).

Vale ressaltar que a metformina foi sintetizada a partir da galuteolina, um
glicosideo do wvegetal Galega officinalis, purificado por Georges Barger (1920-1930)
(BARGER and WHITE, 1923; WITTERS, 2001).

Varios estudos tém revelado o efeito hipoglicémico e hipolipidémico de substancias
fendlicas oriundas de vegetais, através de diferentes modelos experimentais; sugerindo o
forte potencial destas substancias a serem utilizadas no tratamento do diabetes
(BRAHMACHARI, 2011; MALHEIROS et al., 2010).

1.2 Inibidores da a-glicosidase

As enzimas a-glicosidases sdo as responsaveis por disponibilizar a glicose para a
absorcdo no plasma, através da hidrélise de carboidratos complexos (ADISAKWATTANA
et al, 2011; KUMAR et al., 2012).

Uma estratégia para o controle da hiperglicemia em paciente com diabetes tipo 2,
tem sido 0 uso de farmacos inbidores das enzimas digestivas a-glicosidase, tais como o
miglitol, o voglibose, e a acarbose (Figura 1) (GOLAN et al., 2014; ADISAKWATTANA
et al, 2012).



A acarbose é um principio ativo pseudotetrassacaridio de origem microbiana,
adjuvante da dieta em pacientes com DM tipo 2, sendo considerado um hipoglicemiante

quando combinado com exercicio fisico (GOLAN etal., 2014).

Figura 1 Estrutura molecular do miglitol, do voglibose e da acarbose.
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No entanto, estes medicamentos causam efeitos adversos como intolerancia
gastrointestinal, gosto metalico, anorexia, nauseas, distensdo abdominal, diarréia (GOLAN
et al., 2014; NETO et al., 2105) e riscos cardiovasculares (CHANG et al., 2015).

Assim, varios estudos em todo mundo buscam avaliar a eficacia das plantas
medicinais como inibidores da a-glicosidase, para o controle da glicemia e da lipidemia no
plasma (ADISAKWATTANA et al,, 2011; KUMAR et al., 2012).

1.3 Familia Myrtaceae e o género Eugénia

Conhecida por apresentar espécies vegetais com propriedades medicinais,
Myrtaceae estd entre as familias da flora brasileira com significativo interesse econémico
para o Brasil. Compreende entre 3800 a 5800 espécies de arvores e arbustos, distribuidas
em 121 géneros, com nitida predominancia nas regides tropicais e subtropicais do mundo
(GRESSLER et al., 2006)

Entre seus vegetais, sdo encontradas plantas medicinais, ornamentais, produtoras de
madeiras e de frutos comestiveis (JORGE et al., 2000). Dentre as indmeras espécies

frutiferas, a goiabeira (Psidiumguajava L.), a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.)



O. Berg), e a pitangueira (Eugenia uniflora L.) destacam-se pelo grande potencial
econdmico da familia Myrtaceae (GRESSLER et al., 2006).

Os g@éneros Eucalyptus, Eugenia, Myrcia e Myrciaria contribuem,
significativamente, para que Myrtaceae esteja entre as doze principais familias de plantas
aromaticas predominantes na regido da Amazonia (MAIA et al., 2009). Dentre as espécies
do género Myrcia, podemos citar M. bracteata (Rich.) DC.; M. citrifolia (Aubl.) Urb.; M.
cuprea (Kiaersk.); M. eximia DC.; M. fallax (Rich.) DC.; M. multiflora (Lam.) DC.; M.
poliantha DC. var.coriaceae Berg.; M.speciosa (Amsh.) Mc Vaugh e M. sylvatica
(G.Meyer) DC.

As tribos indigenas e comunidades brasileiras utilizam varias espécies de Eugenia
no tratamento de diabetes, diarréia, reducdo da pressao arterial, hemorragias, Ulcera e como
adstringente (CERQUEIRA et al., 2007).

ApoOs detalhada revisdo bibliogréfica, verificou-se uma grande variagdo na
composi¢do quimica de espécies vegetais, pertencentes a familia Myrtaceae, destacando-se
0S monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, taninos, além de substancias aromaticas e
alifaticas (CERQUEIRA et al., 2009; COLE et al, 2008; CERQUEIRA et al, 2007
STEFANELLO et al., 2007; LIMBERGER et al., 2004; HENRIQUES et al., 1997).

Diante disto, estudos quimicos voltados a identificacdo de espécies de Myrtaceae
neotropical vém sendo o foco das investigagdes de muitos pesquisadores (STEFANELLO
etal, 2011).

Segundo Stefanello et al. (2011), o foco das pesquisas cientificas realizadas com
Myrtaceae foi direcionado ao estudo de substincias volateis, com maior nimero de
investigacdes envolvendo espécies de Myrcia e Eugenia. Vale ressaltar que, na maioria das
vezes, 0s Oleos essenciais foram extraidos das folhas, e que variagbes sazonais e intra-
especifica foram muito pouco investigadas. (Tabela 1).

Um estudo realizado com o extrato etanolico da espécie Myrcia multiflora
(Myrtaceae), resultou na obtencdo da acetofenona, 2',4',6'-trihidroxiacetofenona (THA), a
qual promoveu efeito hipolipidémico, atribuido a forte reducdo na absorcdo de
triglicerideos (FERREIRA et al., 2011). O mesmo autor j& havia demonstrado a atividade
hepatoprotetora desta substanica, a qual estd correlacionada com sua propriedade
antioxidante (FERREIRA etal., 2006).

Ferreira et al. (2006) relataram que os flavonoides glicosilados mearnsitrina e

mirciacitrina também isolados de M. multiflora apresentaram efeito inibitdrio in vitro,



frente & enzima tirdideperoxidase. Em estudos prévios realizados com estas substancias,
também foi constatado seus efeitos antioxidantes.

As flavanonas glicosiladas myrciacitrinas I, Il, I, IV e V (Figura 2); e as
acetofenonas myrciafenonas A e B, isoladas e identificadas, durante estudos quimicos
realizados com as folhas de M. multiflora apresentaram atividades antidiabéticas, através
da inibicdo das enzimas aldoseredutase e a-glicosidase (MATSUDA et al, 2002;
YOSHIKAWA et al., 1998).

Figura2 Estruturas quimicas das flavanonas glicosiladas myrciacitrinas I, I, 1lI, IV E V.
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Fonte: MATSUDA et al., 2002

Recentemente, foi demonstrada atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase do
6leo volatil de Eugenia riedeliana O. Berg. A andlise quimica dos constituintes do 6leo
detectou o valerianol como composto majoritario (SOUZA et al., 2010).

Os autores Salvador et al. (2011) verificaram que os extratos etandlicos das folhas
de E. pyriformis Cambess, M. laruotteana Cambess e M. obtecta (Berg) Kiacrsk, exibiram
atividade antioxidante, no ensaio de reacdo de transferéncia de elétron (DPPH). A analise
cromatografica empregando a técnica CLAE-UV/DAD, juntamente com as analises de
espectrometria de massas (EM) com ionizagdo por elétron spray (ESI), confirmou a
presenca de substancias &cidas fenolicas nos extratos etanolicos. Na Tabela 1, estdo
apresentados 0s estudos quimico, biologico e farmacologico, realizados com espécies do

género Eugenia.



Tabela 1 Estudos Quimico, Biologico e Farmacologico de Espécies do Género Eugénia

Espécie Parte Extrato/fracdo Substéncias isolada e ou| Atividade farmacoldgica Referéncia
utilizada identificada biologica
Eugenia folhas - - disenteria Bork et al., 1997
acapulcensis
Steud.
Eugenia acutata | folhas 6leo essencial trans-caryophyllene - Nakamura et al., 2010
Eugenia folhas 6leo essencial a - pinene Citotoxico frente a Santos et al., 2015
astringens myrcene Staphylococcus aureus
Cambess terpinene
terpinen-7-al
sesquisabinene hydrate (cis)
farnesol (Z,2)
farnesol (E,E)
Eugenia folhas etanolico acido ursélico - Frighetto et al., 2005
brasiliensis Lam. | folhas hidroalcodlico - antiinflamatorio Pietrovski et al., 2008
(etanol 70%)
fracdo hexano -
fracdo AcOEt -
fracdo -
diclorometano
fracdo AcOEt quercetin antiinflamatério (inibidor da
enzima COX2)
folhas 6leo essencial a-terpineol - Magina, 2008
acetato de mirtenila
isoledeno
B-cariofileno

aromadendreno




Espécie Parte Extrato/fragéo Substancias isolada e ou| Atividade farmacologica e | Referéncia
utilizada identificada biologica
Eugenia folhas 6leo essencial a-neo-cloveno - Magina, 2008

brasiliensis Lam.

a-humuleno

aloaromadendreno

y-muuroleno

germacreno D

[3-cis-guaieno

valenceno

biciclogermacreno

[-trans-guaieno

v-cadineno

o-cadineno

trans-calameno

cadina-1,4-dieno

o-calacoreno

espatulenol

oxido de cariofileno

viridiflorol

guaiol

1,10-di-epi-cubenol

10-epi-g-eudesmol

1-epi-cubenol

t-cadinol

o-muurolol

a-cadinol

khusinol




Espécie Parte Extrato/fragéo Substancias isolada e ou| Atividade farmacologica e | Referéncia
utilizada identificada biologica
Eugenia folhas Hidroalcodlico - antiinflamatorio Magina, 2008
brasiliensis Lam. (etanolico)
fracdo insoluvel a-amirina -
b-amirina
betulina
fracdo hexano betulina -
fracéo betulina -
diclorometano 29-hidroxi-oleandlico -
Fracdo AcOEt - antiinflamatorio
fracdo AcOEt quercetina -
galocatequina -
catequina antiinflamatorio
3,28-diacetato de betulina bactericida frente P. aeruginosa
acido betulnico bactericida frente E. coli e P.
aeruginosa
fracdo n-butanol - antioxidante
caule Hidroalcoodlico - fungiestatico frente C. albicans e
(etanolico) C. neoformans
folhas aguoso catechin - Dametto et al., 2014
gallocatechin -
acido galico -
acido cafeico -
acido quinico -
[epi]catequina -

[epi]oalocatequina
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Espécie Parte Extrato/fragéo Substancias isolada e ou| Atividade farmacologica e | Referéncia
utilizada identificada biologica
Eugenia folhas aguoso acido cafeoil-O-glicosideo - Dametto et al., 2014
brasiliensis Lam quercetina-3-O-ramnosideo -
[epi]afzelequina-[epi]catequina -
[epi]galocatequina- -
[epi]catequina
[epi]galocatequina- -
[epi]galocatequina
- extrato EM1-Fo - antiinflamatdrio (inibidor da
(metandlico) enzima COXle COX2)
- extrato EM2-Fo - antiinflamatdrio (inibidor  da
(metanolico) enzima COX1)
folhas - dissacarideo -

2-(S)-7,5-di-hidroxi-6-
metilflavanona

2-(S)-7,5-di-hidroxi-
6,8-dimetilflavanona

2’-6’-di-hidroxi-3’-metil-4’-
metoxi-di- hidrochalcona

(R)-7.8,7°,8 -tetra-hidro-8,8’-
dimetil-3,3’-dimetoxi-4,4’-di-
hidroxi-dibenzociclooctadieno

cianidina-3-0O-soforosideo

delfinidina-
3-O-laminaribiosideo

delfinidina-3-O-galactosideo

delfinidina-3-Oglicosideo

cianidina-3-O-galactosideo
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade farmacolégica e | Referéncia
utilizada identificada bioldgica
Eugenia frutos - cianidina-3-O-laminaribiosideo - Dametto, 2014
brasiliensis Lam cianidina-3-O-sambubiosideo
cianidina-3-O-cafeoil-
diglicosideo
cianidina-3-O-glicosideo
cianidina-3-O-cafeoil-glicosideo
delfinidina-
3-0O-cumaroil-glicosideo
pelargonidina-3-0O-glicosideo
cianidina-3-
O-maloil-glicosideo
cianidina-3-O-acetoil-glicosideo
cianidina-3-O-pentosideo
definidina
folhas 0Oleo essencial - antibacteriano frente
Staphylococcus aureus
a-pineno -
b-pineno
mirceno
limoneno
1,8-cineol
terpin-4-ol
E caule fracdo AcOEt - Antibacteriana frente | Menoncin, 2007

beaurepaireana

Staphylococcus aureus
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e ou

identificada

Atividade
biologica

farmacoldgica

e

Referéncia

E.
beaurepaireana

folhas

Oleo essencial

Bacteriostatico frente P.
aeruginosa

Oleo essencial

a-pineno

sabineno

o-felandreno

0-cimeno

limoneno

terpinoleno

mircenol

o-elemeno

o-cubebeno

isoledeno

0-COopaeno

3-bourboneno

[-elemeno

[3-gurjuneno

[3-cariofileno

v- elemeno

aromadendreno

a-guaieno

o-neo-cloveno

o-humuleno

aloaromadendreno

[3-chamigreno

germacreno D

Magina, 2008
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada

identificada

e

ou

Atividade
biologica

farmacoldgica

e

Referéncia

E.
beaurepaireana

folhas

Oleo essencial

[3-cis-guaieno

valenceno

biciclogermacreno

[3-trans-guaieno

v-cadineno

d-cadineno

cadina-1,4-dieno

o-cadineno

selina-3,7-(11)-dieno

ledol

espatulenol

viridiflorol

guaiol

1,10-di-epi-cubenol

10-epi-y-eudesmol

1-epi-cubenol

t-cadinol

cubenol

7-epi-y-eudesmol

Hidroalcodlico
(etanol)

antioxidante

antifungica frente C. glabrata

fracdo aquosa

antibacteriana frente S. aureus

fracdo insolivel

a-amirina
b-amirina
b-sitosterol

fracbes mais polares
das folhas

antioxidante

Magina, 2008



14

Espécie Parte Extrato/fragéo Substancias isolada e ou| Atividade farmacologica e | Referéncia
utilizada identificada biologica
E. folhas fracdo AcOEt acido galico - Magina, 2008
beaurepaireana caule Hidroalcodlico - Antifingica frente Cryptococcus
(eatnol) neoformans
fracdo aquosa - letal frente Artemia salina
fracdo AcOEt - letal frente Artemia salina
redutora sobre os ions ferricos
fracdo n-butandlica | - antibacteriana frente S. aureus e
E. coli
Eugenia calcyna | frutas Acetona 70% teores totais de fenolicos e de| - Rocha et al, 2011
taninos condensados
Eugenia folhas 6leo essencial - antinociceptiva Guimardes et al,
candolleana DC. antiinflamatoria 2009
folhas 0Oleo essencial o-elemene e viridiflorene - Nakamura et al., 2010
Eugenia folhas Oleo essencial epi-cubenol - Junior et al., 2014
copacabanensis metanélico - antioxidante
Kiaersk. fracdo hexanica mistura de P-amirina e P- | antioxidante
sitosterol
betulina -
mistura de sesquiterpenos | antioxidante
clovandiol, globulol e
viridiflorol

acido ursolico

acido 30-hidroxi-ursolico

canferol-3-O--D-ramnosideo
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Espécie Parte Extrato/fragéo Substancias isolada e ou| Atividade farmacologica e | Referéncia
utilizada identificada biologica
Eugenia folhas fracdo hexanica quercetina-3-O-a-L arabinosideo | - Junior et al.,, 2014
copacabanensis B-sitosterol glicosilado -
Kiaersk. quercetina -
galhos metandlico - antioxidante
fracdo da particdo friedelina -
fracdo da particdo friedelan-3,4-lactona -
taraxerol
misturas dos ésteres cumarato de | antioxidante
tetracosanila, cumarato de
hexacosanila, cumarato
de heptacosanila e cumarato de
octacosanila
Eugenia folhas aquoso (infusdo) - letal frente Artemia salina Lima, 2007
dysenterica DC etandlico - antidiarreico [causador de
distarbios eletroliticos com
atividade antibacteriana
(escherichia coli e
staphylococcus aureus) indireta]
letal frente Artemia salina
frutos cloreto de sodio | polpa in natura aumenta a motilidade intestinal
(NaCl fracdo proteica 7 kDa -
frutas metanélico teores totais de fenolicos e de - Rocha etal., 2011
taninos condensados
folhas aquoso - inibigdo frente o-amilase Souza, 2011
etandlico - mibigdo frente a-amilase e

tirosinase
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Espécie Parte Extrato/fragcdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia folhas hidoralcoodlico - antioxidante Marcelino, 2013
dysenterica DC. (etanol)
frutos hidroalcodlico concentracbes totais de fendis | antioxidante Angella, 2014
(etanol) flavonoides,  taninos,  glicidios,
antocianinas e acido ascorbico.
folhas aguoso - mibidor da a-amilase Zorzin, 2014
Eugenia edulis folhas hidroalcodlico gossypetin-3,8-dimethil ether-5- | - Hussein etal., 2003
O-B-glucopyranoside
gossypetin-3,5,-dimethyl ether
myricetin-3,5,3'-trimetyl ether
Eugenia sementes metanolico - Gastroprotetor e antidlcera Rosa, 2013
involucrata folhas Aquoso(infusdo) - Antioxidante e antiinflamatdrio Dametto, 2014
folhas Aquoso (infusdo) | acido galico -
acido cafeico
acido quinico
[epi]catequina
[epi]galocatequina
acido cafeoil-O-glicosideo
quercetina-3-O-ramnosideo
[epi]afzelequina-[epi]catequina
[epi]galocatequina-
[epi]catequina
[epi]galocatequina-
[epi]galocatequina
frutos aquoso cianidina-3-O-soforosideo -

delfinidina-
3-O-laminaribiosideo
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fragcdo

Substancias isolada e ou
identificada

Atividade
farmacoldgica

bioldgica

e

Referéncia

Eugenia
involucrata

frutos

aquoso

delfinidina-3-O-galactosideo

deffinidina-3-Oglicosideo

cianidina-3-O-galactosideo

cianidina-3-O-laminaribiosideo

cianidina-3-0O-sambubiosideo

cianidina-3-0O-cafeoil-
diglicosideo

cianidina-3-O-glicosideo

cianidina-3-O-cafeoil-glicosideo

delfinidina-
3-O-cumaroil-glicosideo

pelargonidina-3-O-glicosideo

cianidina-3-
O-maloil-glicosideo

cianidina-3-O-acetoil-glicosideo

cianidina-3-O-pentosideo

definidina

Dametto, 2014

Eugenia
jambolana

folhas

metandlico

mearnsetin 3-O-(4"’-O-acetyl-a-
L-! C4rhamnopyranoside

myricetin 3-O-(4’’-O-acetyl-2°’-
O-galloyl) a-L-1Cas-
rhamnopyranoside

acido galico

methhylgallate

kaempferol

myricetin

Mahmoud et al., 2001
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fragcdo

Substancias isolada e ou

identificada

Atividade
farmacoldgica

bioldgica e

Referéncia

Eugenia
jambolana

folhas

metanélico

ellagic acid 7, 3-O-methylellagic
acid

myricetin 3-O-(4"’-O-acetyl a-L
ramnopyranoside

myricetin 4’-methyl ether 3-O-o-
L-rhamnopyranoside

myricetin

chlorogenic acid

quercetrin 4°’-O-acetate

quercetin 3-O-a-L-
ramnopyranoside

kaempferol 3-O-p-D-
glucurunopyranoside

myricetin 3-O- s-D-
glucuronopyranoside

ellagitannin

nilocitin

Mahmoud et al., 2001

folhas

Metandlico (1%
HCL)

antioxidante, quimiopreventiva,
antimalarica, antifingica
(Candida parapsilosis) e

anticolinesterasica

fracdo hexanica

acetato de f-amirina

o-amirinona

germanicona

campesterol

Dametto, 2010
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Espécie Parte Extrato/fragéo Substéncias isolada e ou | Atividade biologica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia frutos Metandlico (1% | delffinidina-diglicosideo antioxidante, quimiopreventiva, | Dametto, 2010
jambolana HCL) antimalarica, antifingica
(Candida parapsilosis) e
anticolinesterasica
cianidina-diglicosideo -
metanolico (1% | petunidinadiglicosideo -
HCL) cianidina-glicosideo
petunidina-diglicosideo
fracéo malvidina-3-O-gentiobiosideo
hidroalcoolica
fracdo AcOEt
n-butanolico
fracdo hexanica o-amirina
taraxerol
lupenona
a-amirinona
3-amirinona
campesterol
estigmasterol
folhas etanolico - atividade  antiepimastigota  de | Santos, 2011
Trypanosoma cruzi e citotdxica
etanolico +| - potencializador do seu efeito
Metronidazol antifingico frente Candida

albicans
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Espécie Parte Extrato/fragéo Substéncias isolada ou | Atividade biologica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia folhas etandlico - Quimiopreventivo em | Augustoni, 2012
jambolana hepatocarcinoma  (inducao  da
atividade da enzima quinona-
redutase)
E. macrosperma | cascas etanolico - moluscicida Oliveira, 2006
fracdo AcOEt miricetina -
mearnsetina -
cascas etanolico - - Cavaglieri, 2012
fracdo AcOEt - antioxidante
citotoxico frente Artemia salina
fracdo hexanica teores totais de fendlicos, -
fracdo AcOEt flavonoides e taninos
Fracdo
clorofomica
Eugenia folhas fracdo AcOEt acido galico - Santos, 2013
malaccensis L. cascas do | etandlico - moluscicida
caule fracdo CeHi4 3-acetil ursolico -
folhas etandlico - Inibidor da catepsina V
fracdo AcOEt mearnsetina -
mearnsitrina
Eugenia protenta | folhas volateis dimethylxanthoxylin - Zoghbi, 2011

McVaugh

selin-11-en-4a-ol

B-elemene

germacrene D

bicyclogermacrene

o-cadinene
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e ou

identificada

Atividade
farmacoldgica

bioldgica e

Referéncia

Eugenia
punicifolia Kunt
DC

folhas

Oleo essencial

a-pineno

B-pineno

1,8-cineol

cis-oxido de linalol

trans-oxido de linalol

linalol

isoborneol

terpinen-4-ol

a-terpinol

geraniato de metila

o-cubebeno

B-elemeno

p-cariofileno

aromadendreno

germacreno B

elemol

a-cadinol

Oliveira et al., 2005

diclorometano

antiinflamatorio

Leite etal., 2010

frutas

acetona 70%

teores fenolicos totais e taninos
condensados

Rocha etal, 2011

folhas

diclorometano

aumento dos neurotransmissores
colinérgicos

Pascual etal., 2012

folhas

aquoso

mibidor da oa-amylase, a-
glucosidase, e xanthine oxidase

Galeno et al., 2013

folhas

hidroalcoolico

kaempferol-3-O-rhamnoside

myricetin-3-O-rhamnoside

quercetin-3-O-galactoside

guercetin-3-0-xyloside

Sales et al., 2014
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia folhas hidroalcoolico quercetin-3-O-rhamnoside - Sales etal.,, 2014
punicifolia Kunt fracdo Hexanica phytol -
DC. fracdo AcOEt gallic acid -
6leo essencial trans-caryophyllene -
material - - adjuvante no tratamento do
vegetal diabettes
Eugenia cascas Oleo essencial - bacteriostatica frente Stieven et al., 2009
pyriformis Enterococcus faecalis
Cambess. cascas  com - Escherichia coli e
polpa Staphylococcus aureus
sementes -
cascas etanolico - bacteriostatica frente
cascas com - Enterococcusfaecalis
polpa Escherichia coli e
Staphylococcus aureus
sementes - bacteriostatica frente
Enterococcusfaecalis
e Staphylococcus aureus
cascas aquoso - bacteriostatica frente
cascas com - Enterococcusfaecalis
polpa Escherichia coli e
Staphylococcus aureus
sementes - bacteriostatica frente
Enterococcusfaecalis
folhas hidroalcoolico - antimicrobiano frente | Armstrong, 2011

Staphylococcus aureus e
Escherichia coli
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia folhas hidroalcodlico - inibitorio frente a S. aureus e | Armstrong, 2011
pyriformis Enterococcus faecalis
Cambess. glicosideos flavonicos e -
esteroides e/ou triterpenoides
B-amirina -
derivados porfirinicos feofitina -
a e feofitina b
fracdo - toxica frente Artemia salina
cloroférmica
fracdo AcOEt - antioxidante
toxica frente Artemia salina
inibidorde crescimento frente a
S. aureus e Enterococcus
faecalis
acetonico - bactericida frente Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus.
faecalis
caule etandlico - inibidor de crescimento frente

Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterococcus
faecalis

Fracdo hexanica

fracdo AcOEt

fracdo
hidroalcodlica

téxica frente Artemia salina
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias
identificada

isolada

e

ou

Atividade
farmacoldgica

bioldgica e

Referéncia

Eugenia
pyriformis
Cambess

caule

acetonico

bactericida frente Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus.
faecalis

Armstrong, 2011

diclorometano

aumenta a  neurotransmisséo
colinérgica (por liberacdo de
catecolaminas)

Pascual etal., 2012

folhas

etanolico

fracdo AcOEt

acetbnico

antimicrobiano frente
Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Candida abicans,
Candida  krusei, Candida
parapsilosis

fragcdo hexanica

antimicrobiano frente
Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e
Candida abicans

fracdo antimicrobiano frente
cloroférmica Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas
Aeruginosa e Candida abicans
fracdo - antimicrobiano frente

hidroalcodlica

Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa

Souza, 2013
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia caule etandlico - inibidor de crescimento frente Souza, 2013
pyriformis Enterococcus faecalis,
Cambess Staphylococcus aureus,
2cetonico Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Candida abicans,
Candida krusei, Candida
parapsilosis
fracdo hexanica - inibidor de crescimento frente
fracio Enterococcus faecalis,
cloroférmica Staphylococcus aureus
Fracdo AcOEt - inibidor de crescimento frente
Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa,
Candida abicans
caule fracdo - inibidor de crescimento frente
hidroalcodlica Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus,
Candida abicans
fracdo - Sinergismo frente Enterococcus
hidroalcodlica  + faecalis
Vancomicina
fracdo acetbnica | feofitina a antimicrobiano frente
Enterococcus faecalis
feofitina b -
fracdo metandlica | B-amirina
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e ou

identificada

Atividade
farmacoldgica

bioldgica

e

Referéncia

Eugenia
racemulosa
Berg

O.

folhas

Oleo essencial

limoneno

(Z)-cariofileno

(E) -cariofileno

germacreno D

ledeno (viridifloreno)

lepidozeno

v-elemeno

o-muuroneleno

d-cadineno

v -selineno

espatulenol

a-cadinol (majoritario 84,89%)

Senna et al., 2008

Eugenia
riedeliana
Berg

0.

folhas

6leo essencial

Inibidor da acetilcolinesterase

a-pinene

o-cubebene

B3-caryophyllene

o-humulene

allo-aromadendrene

aristolochene

[-selinene

a-selinene

y-cadinene

o-cadinene

B-sesquiphellandrene

o-calacorene

selina-3,7(11)-diene

Souza et al., 2009
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e ou
identificada

Atividade bioldgica
farmacoldgica

e

Referéncia

Eugenia
riedeliana
Berg

O.

folhas

Oleo essencial

caryophyllene alcohol

trans- sesquisabinene hydrate

caryophyllene oxide

5-epi-7-epi-a-eudesmol

10-epi-y-eudesmol

o-muurolol

cubenol

B-eudesmol

valerianol (majoritario 28, 01%)

selin-7(11)-en-4-ol

6,10,14-trimetil-2-
pentadecanone

Souza et al., 2009

Eugenia
sandwicencis

caules

metandlico

Potencial atividade inibitéria
frente as cultura organica de
células mamarias

3B-cis-p-Coumaroyloxy-2a,23-
dihydroxyolean-12-en-28-oic
acid

antioxidante

3B-trans-p-Coumaroyloxy-
20,23-dihydroxyolean-12-en-
28-oic acid

23-trans-p-coumaroyloxy-
20, 3B-dihydroxyolean-12-en-
28-oic acid

acido galico

Gu etal., 2001
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia sulcata | folhas 6leo essencial - Bacteriostatica frente | Lima, 2012
Spring ex Mart Staphylococcus aureus
Inseticida  frente  Oncopltus
fasciatus, Dydercus peruvianus
e Rhodnius prolixus
inibidor da acetilcolinesterase
hipotensor da pressao sistolica e
diastdlica e  também da
frequéncia cardiaca
Antiviral frente ao herpes virus
HSV-1 e HSV-2
a-pinemo -
B-pineno
Mirceno
Limoneno
1,8-cineol
a- terpinol
a- cubebeno
0-COpaeno
-capaeno
B- cariofileno (majoritario
24,65%)
cis-muurola-3,5-dieno
a-humuleno

cis-muurola-4(14),5-dieno

germacreno-D

v- himachaleno

B-selineno
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica e | Referéncia
utilizada identificada farmacoldgica
Eugenia sulcata | folhas 6leo essencial epizonareno - Lima, 2012
Spring ex Mart y-cadineno
trans-calameneno
trans-cadina-1,4-dieno
spathulenol
oxido de cariofileno
caule 6leo essencial - -

a-pineno

B-pineno

linalool

a-terpineol

o-cubebeno

a-Copaeno

3-elemeno

-copaeno

cis-muurola-3,5-dieno

o-humuleno

allo-aromadrendeno

dauca-5,8-dieno

B-cariofileno
18,78%)

(majoritario

germacreno D

y-himachaleno

B-selineno

a-amorpheno

epizonareno

y-cadineno

trans-calameneno
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e ou

identificada

Atividade
farmacoldgica

bioldgica e

Referéncia

Eugenia sulcata
Spring ex Mart

caule

Oleo essencial

trans-cadina-1,4-dieno

spathulenol

oxido de cariofileno

globulol

viridiflorol

epi-1-eubebol

acido canforico

epi-a-cadinol

a-cadinol

selin-11-en-4-a-ol

n-alcano

n-tetradecanol

n-tricosano

n-henecosano

folhas

hexanico

acido ursolico

acido sumaresindlico

Lima, 2012

Eugenia
umbeliflora Berg

folhas

metandlico

fracdo
diclorometano

mistura de o e 3-amirina

mistura de 4cido betuinico e
betulina

taraxerol

frutos

metandlico

Antibacteriano  frente  Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus e
Streptococcus agalactiae

fracdo
diclorometano

substancias 4, 5, 6, 7, 8, 9 (ndo
citou 0 nome das substancias)

Antibacteriano frente
Staphylococcus aureus

Machado, 2005

folhas

hidroalco6lico

diclorometanico

Antibacteriano frente
Staphylococcus aureus

Menoncin, 2007
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fragcdo

Substancias isolada

identificada

e

ou

Atividade
farmacoldgica

bioldgica

e

Referéncia

Eugenia
umbeliflora Berg.

folhas

Oleo essencial

antibacteriana
Staphylococcus aureus

frente

a-tujeno

a-pineno

B-pineno

mirceno

o-felandreno

0-3-careno

a-terpineno

0-cimeno

limoneno

B-felandreno

B-(E)-ocimeno

y-terpineno

terpinoleno

terpin-4-ol

a-terpineol

o-cubebeno

isoledeno

a-gurjuneno

p-cariofileno

B- gurjuneno

aromadendreno

o-neo-cloveno

o-humuleno

aloaromadendreno

y-muuroleno

[3-cis-guaieno

Magina, 2008
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fragcdo

Substancias isolada
identificada

e

ou

Atividade bioldgica
farmacoldgica

e

Referéncia

Eugenia
umbeliflora Berg.

folhas

Oleo essencial

valenceno

biciclogermacreno

B-trans-Guaieno

y-cadineno

o-cadineno

cadina-1,4-dieno

germacreno B

ledol

espatulenol

oxido de cariofileno

viridiflorol

guaiol

1,10-di-epi-cubenol

10-epi-y-eudesmol

1-epi-cubenol

fracdo hexanica

cubenol

o-muurolol

a-cadinol

khusinol

diclorometano

Letal frente Artemia salina

caules

fracdo hexanica

diclorometano

Magina, 2008

folhas

hidroalcodlico

Antibacteriano frente
Staphylococcus aureus resistente
a meticilina

Antibacteriano frente Listeria
monocytogenes

Gilioli, 2010
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Espécie Parte Extrato/fragéo Substéncias isolada e ou | Atividade biologica e | Referéncia
utilizada identificadas farmacoldgica
Eugenia folhas hidroalcodlico - Antibacteriano frente Gilioli, 2010
umbeliflora Berg Staphylococcus aureus
Antibacteriano frente
Staphylococcus epidermidis
fracdo - Inibidor da germinacdo em
diclorometano sementes de Lactuca sativa
Antibacteriano frente
Staphylococcus aureus resistente
a meticilina
fracdo hexanica - Antibacteriano frente
Fracdo AcOEt - Staphylococcus aureus resistente
a meticilina
fracdo hexanica uvaol -
eritrodiol -
fracdo AcOEt B- sitosterol -
estigmasterol -
fracdo n-butanol quercetina -
7 hidroxi- 3°, 4’dimetoxiflavanol | -
Fracdo AcOEt e n- | canferol -
butanol apo6s eriodictiol -
hidrolise acida miricetina -
quercetina -
Eugenia uniflora | folhas aquoso (infuséo) - Anti-inflamatorio Schapoval etal., 1994
L. folhas aquoso - antihipertensivo Consoline etal., 1999
folhas acetona 70% gallocatechin Lee et al.,, 2000

oenothein

eugeniflorins D1

Inibidor da polymerase DNA
EBV
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Espécie Parte Extrato/fracdo Substancias isolada e ou| Atividade bioldgica Referéncia
utilizada identificadas farmacoldgica

Eugenia uniflora | folhas Acetona 70% eugeniflorins D2 Inibidor da polymerase DNA Lee et al.,, 2000

L. EBV
frutas volateis/suco propyl acetate - Oliveira et al 2006

ethyl propionate

isobutyl acetate

n-butyl acetate

3-methyl butyl acetate

a-thujene

a-pinenea

B-pinenea

1,5,8-p-menthatriene

B-myrcene

a-terpinene

p-cymene

trans-ocimene

cis-ocimene

trans-b-ocimene

k-terpinene

p-mentha-1,5,8-triene

terpinolenea,

rosefuran

linaloolb

-ocimene

allo-ocimene
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Espécie

Parte
utilizada

Extrato/fracdo

Substancias isolada e

identificadas

ou

Atividade
farmacoldgica

bioldgica

e

Referéncia

Eugenia uniflora
L.

frutas

volateis/suco

acetophenone

B-elemene

B-caryophillene

k-elemene

germacrene-D

curzereneb

caryophyllene oxide

[-elemenone

selina-1,3,7(11)-trien-8-one

Oliveira et al 2006

folhas

0leo essencial

antinociceptivo

spathulenol

B-elemene

y-elemene

globulol

ledene

[3-caryophyllene

fracdo
pentano/metanol

atractylone

3-furanoeudesmene

Amorin et al., 2009

folhas

0leo essencial

antimicrobiano

Lago etal.,, 2011
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1.4 A espécie Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

Conhecida como "pedra-ume-cad”, é uma das espécies do género Eugenia que
compde a familia Myrtaceae. Apresenta-se, geralmente, em porte arbustivo podendo
chegar a quatro metros de altura. Suas flores sdo brancas e seu frutos ovalados com
coloracdo verde amarelada, e quando maduros chegam a ser totalmente vermelhos (Figura
3). Ocorrem em varios tipos de vegetacdo como a caatinga (stricto sensu), campinarana,
campo rupestre, cerrado (lato sensu), floresta estacional semidecidual, restinga, vegetacéo
sobre afloramentos rochosos. Portanto € uma espécie endémica, que esta presente em quase
todos os dominios fitogeograficos do territério brasileiro como a Amazbnia, Caatinga,
Cerrado, e Mata atlantica. (SOBRAL et al., 2015).

O cha de suas folhas, assim como as cépsulas contendo droga vegetal, é utilizado

pela populacdo como hipoglice miante.

Figura3 Espécime Eugenia punicifolia (Kunth) DC da colecdo de plantas medicinais da Unidade de
Biotecnologia, UNAERP - Universidade de Ribeirdo Preto -SP.

Fonte: autora

Recentemente, Sales et al (2014) verificaram uma reducdo significativa da linha de
base sobre a pressdo arterial sistdlica e diastdlica, da hemoglobina glicosilada, da insulina
basal, do horménio estimulante da tirredide (TSH), e sobre a proteina ultrassensivel C-
reatiav (USCRP), em pacientes submetidos ao tratamento com material vegetal de E.
punicifolia, reduzindo significativamente a glicemia de jejum de 142 mg/dL para 134
mgdL. Neste mesmo trabalho, foram detectados cinco flavonoides: miricetina-3-O-
ramnosideo (miricetina-3-OR), quercetina-3-O-galactosideo (quercetina-3-0-Ga),

quercetin-3-O-xilosideo  (quercetina-3-OX), quercetina-3-O-ramnosideo  (quercetina-3-0-
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R), e campferol 3-O-ramnosideo (campferol 3-O-R), no extrato metandlico das folhas de
E. punicifolia. A andlise em GC-MS da fracdo hexano e da fracdo acetato de etila mostrou
a presenca de dois compostos principais: fitol e &acido galico. J& na andlise do Oleo

essencial o trans-cariofileno foi identificado como componente majoritario.

1.5 Constituintes inorganicos em plantas hipoglicemiantes

Estudos quimicos envolvendo plantas utilizadas na medicina tradicional como
hipoglicemiantes tém demonstrado que algumas espécies contém niveis elevados de
constituintes inorganicos.

Dentre estes constituintes, verificou-se que o cromo desempenha um papel
importante no metabolismo de carboidratos e gorduras, ajudando as células do organismo a
responder adequadamente a insulina (ANDERSON, 1998; KAR et al., 1999; SUN et al,
2000; VINCENT, 2000; CHOWDHURY et al., 2003; CEFALU; HU, 2004; SHARMAet
al., 2011; KWON et al., 2010).

Em 1957, SCHWARZ E MERTS relataram que o cromo era responsavel pelo
controle de taxas de acUcares no sangue, enquanto que CASTRO (1998) revelou que
plantas arométicas portuguesas, utilizadas no tratamento de diabetes, armazenam
quantidades significativas de cromo em suas estruturas.

Segundo Lima et al (2005), a deficiéncia do ion magnésio € comum em pacientes
com diabetes tipo 2, e pode aumentar a resisténcia periférica a insulina.

No entanto, Barbagallo e Dominguez (2015) relatam que nem todos os pacientes
com diabetes tipo 2 possuem deficiéncia de magnésio, mas que é Util e necessario restaurar
a deficiéncia para prevenir o stress oxidativo, a inflamacéo sistémica e, consequentemente,
a resisténcia a insulina.

Recentemenete, Rotter et al (2015) observaram correlagdo do nivel sérico de
magnésio com a deficiéncia de testosterona total e a desordem metabolica.em pacientes
homens, entre 50 & 75 anos de idade.

O magnésio € um dos minerais mais abundantes no corpo e tem sido reconhecido
como o co-fator responsavel por mais de 300 reacBes enzimaticas. E um elemento
indispensavel na contragdo muscular, na condugdo neuromuscular, nos ténus vasomotores,
na excitabilidade cardiaca, e no metabolismo da insulina. Com a deficiéncia do magnésio,

mais conhecida como hipomagnesemia, o individuo pode desenvolver doencas cronicas
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como o acidente vascular celebral, a doenca de Alzheimer, o DM tipo 2, entre outras (REIS
et al., 2002; GROBER et al., 2015). Entretanto, Ziniewicz et al. (2015) demonstra que n&o
somente 0 magnésio, mas como também o célcio tem relacdo com desordem metabolica e
resisténcia a insulina.

E importante ressaltar que algumas plantas medicinais tm predisposicdo em
acumular metais pesados constituindo um fator de alto risco para a salde de quem a utiliza.
Dessa forma, analises mais especificas e ensaios clinicos devem ser desenvolvidos como
critério de seguranca para o seu uso (FREIRE, 2005).

Com base nestas informacdes, a quantificacdo dos elementos inorganicos de E.
punicifolia (Kunt) DC contribuird com os estudos que correlacionam o acumulo destes

minerais, em plantas hipoglicemiantes da familia Myrtaceae.
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2 OBJETIVOS

Estudo quimico de Eugenia punicifloia (Kunt) DC, visando a descoberta de inibidores

da a-glicosidase.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coleta do material vegetal (folhas) e preparo da exsicata;

Obtencdo do d&leo essencial e andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM);

Obtencéo e particdo do extrato bruto hidroalcodlico;

Anélise das fracdes por CG-EM e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada ao detector de Ultravioleta (CLAE-UV);

Quantificacdo dos constituintes inorganicos da droga vegetal e das fracGes obtidas por
soxleht.

Avaliacdo da eficacia de inibicdo das fragdes frente a enzima a- glicosidase.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

Folhas de E. punicifolia foram coletadas (2 Kg) em uma populagédo de quatro
individuos da cole¢do de plantas medicinais da Unidade de Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto - UNAERP, no més novembro de 2013. A estabilizagdo do material vegetal foi

dada em estufa de ar circulante a 45°C apds 48 horas.

3.2 Preparo e identificacdo da exsicata de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

Ramos floridos dos espécimes foram coletados na colecdo de plantas medicinais da
Unidade de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP, e também no Sitio
Irmas Marie - "Casa Espirita Terra de Ismael” - Distrito de Jurucé - SP para o preparo das
exsicatas. Para tanto, as amostras foram prensadas em estrados de madeira contendo folhas de
jornal para sua separacdo, elasticos para amarracfes adequadas e inseridas em estufa de ar
circulante a 45°C. Apds 72 horas, os ramos secos foram retirados da estufa, e fixados em
papel cartolina, com ficha de catalogacdo pré-enchida a lapis. Depois de prontas, as exsicatas
foram armazenadas em freezer -80°C durante 72 horas para a eliminacdo de possiveis
patdgenos. O descongelamento aconteceu em bancada asséptica com etanol 70% durante 6

horas.

3.3 Extracdo do 6leo essencial de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por arraste a vapor em aparelho Clevenger,
adaptado a um baldo de fundo redondo, com capacidade de 2.000 mL. Nesse baldo foram
colocados 40g de folhas dessecadas de E. punicifolia em 600 mL de agua destilada. O tempo
de extracdo foi de 150 min a 100 °C. Apds obtencdo do hidrolato (mistura de agua mais 6leo),
retirou-se toda a agua das amostras, com o auxilio de uma seringa de vidro, e, posteriormente,
os frascos contendo as amostras foram vedados, identificados e mantidos em freezer. até o

momento da analise cromatografica.

3.3.1 Andlise dos Constituintes Volateis de Eugenia punicifolia (Kunth) DC.
A anélise dos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial foi realizada por CG-
EM, utilizando-se aparelho Varian 3900 com detector seletivo de massa, modelo Saturn

2100T. As condigdes de andlise foram: coluna capilar: DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um);
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temperatura do injetor: 240°C; temperatura do detector: 230°C; impacto de elétrons: 70 eV;
gas de arraste: He; fluxo: 1,0 mL/min,; split: 1/20; programa de temperatura: 60°C — 240°C,
3°C/minuto, volume de injecdo: 1uL de solugdo (1 uL 6leo essencial/ll mLAcOE).

A identificagdo das substancias foi efetuada através da comparacdo dos seus espectros
de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (NIST 62 lib.), e indice de retencdo de
kovats (IR). Para a obtencdo do IR (ADAMS, 1995), foi utilizado a seguinte fomula:

IR= 100n+100. (tx-tn)/(tn+1-tn)

Onde:

n= ndmero de carbono do hidrocarboneto eluido antes do pico de interesse

tx= tempo de retencdo da substancia a ser analisada

tn= tempo de retengdo da substancia eluida antes do pico de interesse

tn+1= tempo de retencdo da substancia eluida apos o pico de interesse

As andlises foram realizadas na Unidade de Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto — UNAERP.

3.4 Obtencdo e fracionamento do extrato bruto de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

Apobs serem estabilizadas em estufa de ar circulante a temperatura de 45°C, folhas da
espécie E. punicifolia foram pulverizadas em moinho de faca e teve sua granulometria
selecionada a 25 mesh. O pd seco (2 Kg) passou pelo processo de maceracdo exaustiva a
temperatura ambiente, utilizando-se etanol/H20O (7:3) como solvente extrator, durante 28 dias,
sendo filtrado uma vez por semana. Em seguida, 0s extratos resultantes das quatro maceracoes

foram filtrados, rotaevaporados, congelados e liofilizados (Figura 4).
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Figura 4 Fluxograma da obtencéo do extrato bruto hidroalcodlico de E. punicifolia.

Droga vegetal (2Kg) |

Maceracdo — 28 dias
etanol/H,0 (7:3) -14 L

—| Filtragdo — uma por semana

Extrato brutohidroalcodlico |

|
| Licfilizacéo

Extratobruto
hidroalcodlico
(450g)

Fonte: autora

Do extrato bruto hidroalcoolico foi pesado apenas 150g para a particdo liquido -
liquido, e foram utilizados para a obtencdo das fracdes 0s seguintes solventes organicos:
hexano, diclorometano, AcOEt e n-butanol, restando a fracdo aquosa a qual foi liofilizada
(Figura 5).
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Figura 5 Fluxograma da particdo liquido-liquido do extrato bruto hidroalcodlico.

150g extrato bruto hidroalcodélico solubilizado em
MeOH/Hz0 (9:1)
I
PARTICAO
Hexano

Fracdo hidroalcodlica

|
PARTICAO
AcOEt

Fracdo hexanica

— rotaevaporacdo

EXTRATO HEXANICO

Fracdo hidroalcodlica Fracdo AcOEt

rotaevaporacdo

Adicdo de 100ml H20

PARTI(;E(D Extrato AcOEt

n-butanol

Fracao aquosal |Frat;§o n-butanol

rotaevaporacgio

Coluna sephadex
EXTRATO n-BUTANOLICO LH20
FRACOES 2, 5, 12

Fonte: autora

3.5 Fracionamento e purificagdo de Eugenia punicifolia (Kunth) DC.

Visando isolar e purificar os constituintes organicos das fracdes aquosa e n-butandlica,
resultantes da particdo liquido-liquido, estas foram submetidas & cromatografia em coluna
classica (CC), contendo Sephadex LH 20 como fase estacionaria, sendo o eluente EtOH, e
EtOH/H2O (7:3). Todas as fracbes resultantes das purificacbes foram analisadas por

cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), utilizando silica gel 60 F254 como
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fase estacionaria, BAW (n-butanol/ac. acético /H.O (4:1:5) como eluente e NP/PEG, vanilina
e luz UV, como reveladores (SANTOS et al., 2008).

3.6 Analise das fracdes de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC. por CG-EM

Visando identificar os constituintes quimicos presentes nas fragdes hexanica e acetato
de etila de E.punicifolia, as mesmas foram submetidas a reacdo de silanizacdo, e tal andlise foi
realizada no cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas-Shimadzu-QP-2010,
do Ndcleo de Pesquisas de Produtos naturais da FCFRP-USP.

Para analise dos constituintes quimicos, as condicdes de andlise foram: coluna capilar:
DB-5MS (30m x 025mm x 0,25um) Agilent J&W; temperatura do injetor: 260°C;
temperatura do detector: 250 °C; impacto de elétrons: 70 eV; gas de arraste: He; fluxo: 1,1
mL/min,; split: 1/40; Temperatura: 100°C — 290°C, 3°C/minuto; volume de injecdo: 1pL de
solucdo (1 puL da amostra/l mLAcOEt).

3.7 Reacdo de silanizagédo

As fragOes acetato de etila, analisadas por CG-EM, foram, previamente, hidrolisadas e
silanizadas. Para a hidrélise, foram adicionados 50 mL de HCI (2M) em 10mg de amostra.
Apobs esse procedimento, foi levado em banho maria a 80°C por uma hora e meia. A extragdo
da fase organica foi concluida com 50 mL do solvente acetato de etila para cada amostra.

As amostras (1lmg) ja hidrolisadas foram pesadas, separadamente; as quais foram
dissolvidas em 100 pL de piridina. Para silanizacdo, em cada amostra foi adicionado 200 pL
da solucdo BSTFA (bis (trimethylsilyl) trifluioroacetamide — SUPELCO) (2000uL) e TMCS
(Clorometiltrimetilsilano 98% - ALDRICH) (41pL).

Apos este procedimento, as amostras foram mantidas em banho maria a 80°C por uma
hora e meia. O esfriamento ocorreu em frasco fechado (FRANQUI et al., 2012).

3.8 Andlise da fracdo n-butandlica de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC. por CLAE-UV

As sub-fracdes, resultantes do processo de purificacdo (Sephadex-LH-20) da fracdo n-
butandlica, foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE-UV, com o
intuto de detectar substancias fenolicas. As amostras analisadas foram preparadas na
concentracdo de 1mg/ml em metanol/H20 (7:3). A andlise cromatografica foi desenvolvida
em coluna Phenomenex, Macclesfield, UK Luna C18 (250x4.6x5um). A fase movel foi
constituida de &gua/acido acético (0,1%) (A) e metanol (B), comecando com 20% B em

gradiente chegando a 50% B até 30min. e 100% B até 40min. O volume para injecdo das
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amostras foi de 20ul e o fluxo 1mL/min.. Os espectros de ultravioleta foram obtidos em 254 e
350nm. Os dados obtidos foram comparados com os resultados da analise do padrdo 2' 4' 6'-
trihidroxiacetofenona  (Sigma-aldrich), visando detectar acidos fendlicos ou derivados,

comumente encontrados em espécies do género Eugenia.

3.9 Extracdo e andlise dos constituintes inorganicos de Eugenia punicifolia (KUNTH) DC.

Folhas de E. punicifolia foram coletadas na colecdo de plantas medicinais da Unidade
de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP, em agosto de 2014. Estas
foram estabilizadas em estufa de ar circulante a 45°C, por trés dias consecutivos. O material
vegetal teve sua granulometria determinada a partir de sua selecdo a 25 mesh. Sachés (4
unidades) contendo 80g de material vegetal, foram submetidos a extracdo em Soxleht (8
horas) (ZULLU et al, 1987) com os seguintes solventes organicos: hexano, acetato de etila,
metanol e &gua. Todas as fragdes passaram por processo de evaporacdo do solvente e
liofilizacdo. O material vegetal final foi seco em estufa de ar circulante a 45°C, por trés dias
consecutivos. As fragdes passaram pelo processo de calcinacdo a 500°C.

A quantificacdo dos constituintes inorganicos de E. punicifolia foi realizada com a
droga vegetal inicial, com as fracfes hexanica, AcOEt, metandlica, aquosa e com a droga
vegetal final. As analises foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de
Metais, do Departamento de Analises Clinicas Toxicologicas e Bromatoldgicas da
FCFRP/USP, pelo colaborador Prof. Dr. Fernando Barbosa, de acordo com Nardi et al., 2009.

3.9.1 Anélise Estatistica
A analise estatisca foi realizada na Unidade de Biotecnologia da UNAERP-
Universidade de Ribeirdo Preto - SP, com a colaboracdo da Prof Dr2 Bianca Waléria Bertoni.
Os resultados foram apresentados na forma de média ponderada, com 0s respectivos
desvios padrdo. Foi realizada andlise de variancia Teste Scott-knott (1974), seguida de teste

de média.

3.10 Ensaio bioldgico in vitro de inibicdo da enzima o-glicosidase
O experimento foi realizado seguindo a metodologia descrita por Wang et al. (2012),
sendo modificado o preparo da solucdo tampdo fosfato, onde foi utilizado o protocolo de

Choo etal. (2012), sob a supervisdo da Dr® Juliana Coppede.
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3.10.1 Preparo das Amostras

O ensaio in vitro foi realizado com as fracGes hexanica, acetato de etila e metandlica,
solubilizadas em H.O/DMSO (9:1); e com a fracdo aquosa, a qual foi 100% solubilizada em
agua deionizada, bem como o controle positivo, Acarbose (Sigma®). Todas estas fracOes

foram obtidas da extragdo em soxlhet (item 3.9).

3.10.2 Preparo das Solugcoes
e Preparo da solugdo tampéo fosfato 67 mM pH 6,8: 4,189 de KoHPO4 (Vetec®) e

3,54g de KH2POs4 (Synth®) foram pesados e solubilizados em 100 mL de &gua
deionizada, separadamente, obtendo uma solugdo 0,24 e 0,26M, respectivamente. Para
obter a solucdo tampdo a 67 mM foram transferidos 13,4 mL de cada uma das solucbes
estoque para baldes volumétricos distintos e completados os volumes para 100 mL com
agua deionizada. O ajuste do pH a 6,8 foi realizado adicionando aos poucos a solucdo
de K2HPO4 a solucdo de KH2POa.

e Preparo da enzima a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.20)
(Sigma®): uma solugdo a 0.2 U.mL! de enzima foi obtida em tampéo fosfato.

e Preparo do pNPG (p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo) (Sigma®): 0,06989g foram
solubilizados em 10 mL de solucdo tampéo fosfato.

e Preparo do Na,CO3 (Carbonato de Sédio): 1,0599g de Carbonato de Sodio foi
solubilizado em 10 mL de agua deionizada.

e Preparo da Acarbose (Sigma®): 0,1032 g de acarbose solubilizada em 1mL de &gua

deionizada.

3.10.3 O Ensaio

O ensaio in vitro consistiu na avaliacdo da capacidade das fragdes de E. punicifolia em
inibir a acdo da enzima a-glicosidas e frente o substrato p-nitrofenil-o-D-glucopiranosideo (p-
NPG) (Sigma®).

O substrato p-NPG ao ser degradado pela enzima a-glicosidase libera a substancia p-
nitrofenil a qual absorve luz U.V no comprimento de onda de 405nm (WANG et al., 2012).
Quanto maior a a¢do da enzima o-glicosidase sobre o substrato, maior a concentragdo de p-
nitrofenil liberado.

Substéncias capazes de inibir a acdo desta enzima, tal como a acarbose, competem
com o substrato p-NPG interferindo na liberagdo do produto da reacgdo (p-nitrofenil). Por este

motivo, a acarbose foi utilizada como controle positivo deste experimento.
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O ensaio foi realizado em placa de Elisa 96 pocos adicionadosde 25 pL de cada
amostra em concentracdes diferentes a cada seis pocos. Em seguida, 175 pL da solucdo
tampédo fosfato foram adicionados em todos os pogos e 25 pL da enzima 0.2U.mL! a trés
pogos. Os outros trés pogos que ndo receberam a enzima foram acrescidos de 25 pL da
solucdo tampdo fosfato. Apos este procedimento, a placa permaneceu na temperatura de 22 +
2°C por 10 minutos, e em seguida a adicdo de 25 pL de pNPG. A placa foi incubada em
banho-maria a 37°C por 15 minutos. Para estancar a reacdo de hidrdlise, foram adicionados
50uL de Carbonato de Sédio. A leitura da absorbancia foi realizada em leitorde microplaca
Universal Microplate Reader ELx 800 uv (BIO TEK Intruments, INC) a 405 nm. Como
controle da atividade enzimatica foram utilizados os weiculos de solubilizagdo respectivos de
cada amostra, distribuidos em seis pogos, sendo trés acrescidos da enzima a-glicosidase e trés
ndo. A acarbose foi utilizada como controle positivo.

As concentracOes das amostras que inibiram 50% da atividade da enzima (ICso) foram
determinadas a partir da equacdo geral da reta obtida por gréfico correlacionando o valor da
inibicdo, expressa pela absorbancia, e a concentracdo do ativo. Os ensaios foram conduzidos

em trés experimentos independentes, para cada amostra ensaiada (n=9).

3.10.4 Anélise Estatistica

Cada amostra foi aferida em triplicata e os resultados foram apresentados na forma de
média ponderada, com os respectivos desvios padrdo. Foi realizada analise de variancia Teste
Scott-knott (1974), seguida de teste de média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Exsicata de Eugenia punicifolia (Kunt) DC.

A identificacdo dos ramos floridos do material vegetal foi realizada pelo Prof. Dr.
Marcos Sobral da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei-MG (DCNAT-UFSJ). A exsicata
esta depositada no herbario da universidade, sob o Voucher 4638 (Figura 6).

Figura 6 BExsicata de E. punicifolia
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Fonte: autora

4.2 Andlise dos constituintes volateis.

Conforme relatado no item 3.3.1, a analise seguiu as condi¢fes descritas neste item, e
a identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacdo de seus espectros de
massas com 0 banco de dados do sistema CG-EM (NIST 62 lib.), e indice de retencdo de
Kovats (IR) (ADAMS, 1995).

Conforme observado neste presente trabalho, todos os 90,1% dos constituintes volateis
de E. punicifolia foram identificados como sesquiterpenos, sendo que 74,3% desse total

possuem a funcdo hidrocarboneto alceno ciclico, 14,6% alcool e 1,1% éter.

Dentre o0s constituintes majoritarios identificados no 6leo essencial de E. punicifolia
estdo o trans-cariofileno (22,45%), y-muuroleno (10,33%), biciclogermacreno (10,19%),

germacreno B (6,26%), 6-cadineno (4,87%), trans-muurola-3,5 dieno (4,46%) (Tabela 2).



Tabela 2 Constituintes volateis identificados do 6leo essencial de E. punicifolia.

IR Constituintes % relativa
Hidrocarboneto alceno ciclico
1373 a-ilangeno 2,107
1386 B-elemeno 2,354
1416 Trans-cariofileno 22,45
1424 B-copaeno 0,834
1427 y-elemeno 1,164
1434 a-guaieno 1,241
1448 Muurola-3,5dieno<trans-> 4,464
1455 Muurola-4(14),5dieno<cis-> 0,513
1470 Gurjuneno<gamma-> 1,149
1474 Muuroleno<gamma-> 10,33
1479 Widra-2,4(14)-dieno 1,836
1490 Biciclogermacreno 10,19
1493 Amorfeno<delta-> 1,141
1499 Bulseno<alpha-> 1,191
1505 Valenceno 0,829
1511 Selineno<7-epi-alpha-> 0,688
1515 Cadineno<delta-> 4,876
1530 Cadineo<alpha-> 0,697
1550 Germacreno B 6,261
Total 74,315
Alcool
1509 Cicloisolongifol-5-ol<trans-> 0,536
1563 Espatulenol 1,751
1573 Globulol 2,207
1580 Viridifloro |l 1,092
1582 Cubeban-11-ol 0,723
1585 Guaiol 0,500
1610 Eudesmol<5-epi-7-epi-2> 0,592
1615 Cubenol<1,10-di-epi-> 0,529
1627 Eremolegenol 2,190
1630 Cadin-4-en-7-ol<cis-> 1,114
1639 Muurolol<epi-alpha-> 3,089
1678 Cedranol<5-neo-> 0,328
Total 14,651
Eter
1568 Cariofileno 6xido 1,153
Total 90,119

Fonte: autora
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O cromatograma e 0S respectivos espectros de massas das substancias trans-

cariofileno,  y-muuroleno,

biciclogermacreno,  germacreno,

o-cadineno,

3,5dieno identificados neste trabalho encontram-se emanexo (Anexo 1-7).

trans-muurola-

De acordo com Salvador et al. (2011), o hidrocarboneto trans-cariofileno foi o

componente majoritario (23.6%), presente no 6leo essencial de E. punicifolia. Nakamura et al.

(2010) identificaram que o 6leo essencial de E. acutata, também possui o trans-cariofileno
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(26,93%) como constituinte majoritario; j& no Oleo essencial de E.candolleana foi constatado

13.87% do y-elemeno e 6,75% do 6xido de cariofileno.

4.3 Andlise da fracdo hexanica de Eugenia punicifolia (kunt) DC. por CG-EM

A andlise da fracdo hexanica de E punicifolia, empregando a técnica de CG-EM
possibilitou, através da comparacdo dos seus espectros de massas com 0 banco de dados do
sistema Nist, a identificacdo das seguintes substancias: o &cido palmitico (Anexos 8 e 9), ac.
linoleico (Anexos 8 e 10), ac. linolénico (Anexos 8 e 11), fltol (Anexos 8 e 12), ac. 9,2-
octadecadienoico (Anexos 8 e 13), &c. alfa-linoleico (Anexos 8 e 14), &c. estedrico (Anexos 8
e 15), ac. hexadecanoico (Anexos 8 e 16), alfa-tocoferol (Anexos 8 e 17), estigmasterol
(Anexos 8 e 18)) e beta-sitosterol (Anexos 8 e 19)). Vale ressaltar que somente foram
identificadas as substancias que apresentaram indice de similaridade de seus espectros de
massas, com 0s dados da biblioteca, com valor igual ou acima de 90%.

O cromatograma e 0s respectivos espectros de massas das substancias identificadas da

fracdo hexanica encontram-se em anexo (Anexos 8-19).

4.4 Andlise da fracdo AcOEt de Eugenia punicifolia (KUNT) DC. por CG-EM

A analise da fracdo AcOEt de E punicifolia, empregando a técnica de CG-EM
possibilitou, através da comparacdo dos seus espectros de massas com o banco de dados do
sistema Nist, a identificacdo das seguintes substancias: sorbopiranose (Anexos 20 e 21), a-D-
glucopiranose (Anexos 20 e 22), ac. galico (Anexos 20 e 23) e quercetina (Anexos 20 e 24).
Vale ressaltar que somente foram identificadas as substancias que apresentaram indice de
similaridade de seus espectros de massas, com 0s dados da biblioteca, com valor igual ou
acima de 90%.

De acordo com Silva e Teixeira (2015), a presenca de compostos fendlicos derivados
do é&cido galico, no extrato hidroetandlico de Endopleura uchie esta relacionada com suas
atividades antioxidante e antibacteriana; podendo atuar como agentes supressores da
hiperglicemia através da inibicdo da enzima o-glicosidase.

O cromatograma e 0s respectivos espectros de massas das substancias identificadas da

fracdo AcOEt encontram-se nos Anexos 20-24.
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4.5 Andlise da fracdo n-butandlica de Eugenia punicifolia (KUNT) DC. por CLAE-UV

O perfil cromatografico das fracBes, analisadas por CLAE, permitiu detectar a
presenca de substancias da classe dos flavonoides e dos acidos fenolicos ou derivados
(Anexos 25-31).

Apobs analise dos espectros de ultravioleta da amostra 5 (Anexos 22 e 23), verificou-se
gue a substancia, eluida em t=15,10min., apresentou 2 bandas de absorcdo, em torno de
Amax=254nm e 350nm, caracteristicas de substancias fenolicas da classe dos flavonoides.

Os espectros de ultravioleta das amostras 12 e 2 (Anexos 24-27) apresentaram banda
de absorcdo maxima em torno de A=275nm; perfil semelhante ao encontrado no espectro de
ultravioleta do padrdo de 2°,4",6 -trihidroxiacetofenona. Tais resultados estdo de acordo com
os valores de Amax relatados para acidos fendlicos (VERZA, 2006), tal como o acido gélico,

identificado no presente trabalho.

4.6 Extracdo em soxleht da droga vegetal de Eugenia punicifolia (KUNT) DC.

As fragOes resultantes das extracfes em soxleht tiveram os seguintes rendimentos:
fracdo hexanica (m=6,46 @), fracdo acetato de etila (m=13,02 g), fracdo metandlica (m= 60,94
g), fracdo aquosa (m= 15,00 g), e droga vegetal final (m=130,00 g).

Conforme observado, a espécie vegetal contém uma maior concentracdo de moléculas
organicas com afinidade ao metanol. Tais moléculas podem ser atribuidas as substancias
fenolicas. Conforme mostrado no item 4.4, apOs processo de isolamento e purificacdo dos
constituintes quimicos, presentes na fracdo mais polar n-butandlica do presente estudo,
verificamos a presenca de substancias da classe dos flavonoides, juntamente com &cidos
fendlicos, os quais apresentam alta solubilidade em solventes organicos mais polares. Na
fracdo metanolica (FM) o Unico elemento que esteve em maior concentragdo foi o torio (Th)
(0,000020 mg/g).

Na droga vegetal inicial (DVI) a identificagdo dos inorganicos em maior concentragéo
foram cromo (Cr) (0,021498 mg/g), bismuto (Bi) (0,000440 mg/g), belirio (Be) (0,00018
mg/g), (Cd) cadmo (Cd) (0,000088 mg/g), e talio (TI) (0,000082 mg/g).

Na fracdo hexanica (FH) ndo houve nenhum elemento que se apresentou em maior
concentracdo. Ja na fracdo acetato de etila (FAc) os elementos tulio (Tm) (0,0000006 mg/g) e
arsénio (As) (0,022532 mg/g) estiveram em maior concentracao.

Observou-se que a fracdo aquosa (Faq) com maior concentracdo de magnésio (Mg)
(17,7976 mg/g), manganés (Mn) (0,3481 mg/g), rubidio (Rb) (0,0651 mg/g), zinco (Zn)
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(0,03771 mg/g), cobre (Cu) (0,0198 mg/g), niquel (Ni) (0,015276 mg/g), chumbo (Pb)
(0,001454 mg/g), cobalto (Co) (0,000717 mg/g), érbio (Er) (0,000056 mg/g), lutécio (Lu)
(0,000002 mg/g), platina (Pt) (0,000002 mg/g), foi a fragdo que melhor nibiu a enzima o-
glicosidase (ICso 0,00934mg/mL). Tal atividade poderia ser justificada pelo fato que a espécie
vegetal estudada apresenta acido galico, o qual compde a estrutura dos taninos hidrolisaveis
detectados em altas concentracbes em E. punicifolia (ROCHA et al, 2011), e que estes se
complexam com os metais presentes na planta (FREIRE et al., 2005; SIMOES et al., 2002).

A maior concentracdo dos elementos inorganicos na droga vegetal final (DVF) é
justificada pela diminuicdo da concentracdo dos elementos organicos, apos sucessivas
extrac0es com 0s solventes hexano, acetato de etila e metanol. Os elementos identificados na
fracdo DVF em maior concentracdo foram os seguintes: cacio (Ca) (13,7017 mg/g), ferro (Fe)
(1,1826 mg/g), aluminio (Al) (0,853917 mg/g), estréncio (Sr) (0,0485 mg/g), bario (Ba)
(0,0409 mg/g), escandio (Sc) (0,002214 mg/g), selénio (Se) (0,002527 mg/g), cério (Ce)
(0,001171 mg/g), litio (Li) (0,0007 mg/g), lantanio (La) (0,000695 mg/g), neodimio (Nd)
(0,000642 mg/g), molibidénio (Mo) (0,000188 mg/g), praseodimio (Pr) (0,000155 mg/g),
antiménio (Sb) (0,000151 mg/g), belirio (Be) (0,00015 mg/g), gadolinio (Gd) (0,000144333
mg/g), samario (Sa) (0,000101 mg/g), itérbio (Yb) (0,000025 mg/g), térbio (Th) (0,000017
mg/g), disprésio (Dy) (0,00006 mg/g), eurdpio (Eu) (0,00004 mg/g), héimio (Ho) (0,00001
mg/g), e tdlio (Tm) (0,000003 mg/g).

Devido a possibilidade da acdo hipoglicemiante de varias plantas medicinais estar
relacionada com a presenca de minerais, e de haver interacGes sinérgicas entre 0s Varios
principios ativos (organicos e inorganicos) de uma droga vegetal (SIXEL et al., 2005), os
resultados obtidos, ap6s andlise das fragbes organicas de E. punicifolia, contribuira,
significativamente, com os estudos farmacoldgicos desta planta medicinal.

Vale ressaltar que o acumulo de metais pesados em plantas medicinais € um dos
grandes riscos para a saude humana. Grande parte da populacdo que utiliza a medicina
alternativa, para o tratamento de diversas enfermidades, ndo tem idéia de que ao utilizar as
preparacGes farmacéuticas na forma de infusdes, alcoolaturas, tinturas, etc, pode ingerindo
altas concentracfes de metais toxicos ao organismo (Freire et al., 2005).

Os resultados das andlises dos constituintes inorganicos de E. punicifolia estdo

apresentados na tabela 3.



Tabela 3 Elementos inorganicos de E. punicifolia (mg/g).
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ELEMENTOS DVI FH FAC FM FAQ DVF
Ca (Calcio) 8,0997b 0,2537d 0,2439d 0,3049d 3,2824c 13,7017a
Mg (Magnésio) 4,7411b 0,1407d 0,5318d 1,4045¢ 17,7976a 4,8438b
Fe (Ferro) 0,8351b 0,0029¢ 0,0056¢ 0,0107c 0,428¢ 1,1826a
Cu (Cobre) 0,0067b 0,0011c 0,0038c 0,0032¢ 0,0198a 0,0063b
Zn (Zinco) 0,0240c 0,009d 0,0116d 0,0094d 0,03771a 0,0380b
Mn (Manganés) 0,1115¢ 0,0030d 0,0008d 0,0042d 0,3481a 0,1591b
Ni (Niquel) 0,00372b 0,00144e 0,000099€ 0,002039d 0,015276a 0,002692¢
Mo (Molibdénio) 0,000017h 0,0000003b  0,000003b 0,000013b 0,000049b 0,000188a
Sm (Samério) 0,000068b 0,000017c 0,00008¢ 0,000009¢ 0,000050b 0,000101a
Tb (Térbio) 0,000010b 0,000002¢ 0,0000016¢ 0,000001c 0,000005¢ 0,000017a
Tm (Tlio) 0,00000a 0,000001a 0,0000006a 0,0000003a  0,000002a 0,000003a
Yb (Itérbio) 0,000020a 0,000005b 0,000004b 0,000003b 0,000016a 0,000025a
La (Lantanio) 0,000449b 0,000085d 0,000049d 0,00037d 0,000176¢ 0,000695a
Ce (Cério) 0,000744b 0,000158¢ 0,000104c 0,000088¢ 0,000369b 0,001171a
Dy (Disprésio) 0,00005hb 0,000009d 0,000004d 0,000005d 0,00003c 0,00006a
Er (Erbio) 0,000020b 0,000005¢ 0,00000036¢c  0,000006¢ 0,000056a 0,000026h
Eu (Europio) 0,00002b 0,000005d 0,000002d 0,000002d 0,00001c 0,00004a
Gd (Gadolinio) 0,000090667a  0,000020000a  0,000011667a  0,000012333a  0,000049667a  0,000144333a
Ho (H6lmio) 0,000007a 0,000002b 0,0000016b 0,0000013b  0,000007a 0,00001a
Lu (Lutécio) 0,000000c 0,000001b 0,0000003¢ 0,000001b 0,000002a 0,000000c
Nd (Neodimio) 0,000464b 0,000086d 0,000044d 0,000042d 0,000192¢ 0,000642a
Pr (Praseodimio) 0,000089h 0,000022d 0,000012d 0,000010d 0,000046¢ 0,000155a
Sc (Escandio) 0,001472a 0,000000b 0,000000b 0,000000b 0,000469b 0,002214a
Th (Tério) 0,00004a 0,000012a 0,000016a 0,000020a 0,00003a 0,000017a
Sb (Antimonio) 0,000150a 0,000009b 0,000024b 0,000024b 0,000138a 0,000151a
Sn (Estanho) 0,000405a 0,000063b 0,000041b 0,000096h 0,000087b 0,000255a
Cd (Cadmo) 0,000088a 0,000011b 0,000006h 0,000029h 0,000045b 0,000066a
Ba (Bario) 0,0261b 0,0015d 0,0009d 0,00104d 0,0144c 0,0409a
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ELEMENTOS DVI FH FAC FM FAq DVF

Pb (Chumbo) 0,001172b 0,000379c 0,000382c 0,000387c 0,001454a 0,001103b
Be (Berilio) 0,00018a 0,000007b 0,000005b 0,00002b 0,00004b 0,00015a
Bi (Bismuto) 0,000440a 0,000000c 0,000000c 0,000000c 0,000000c 0,000264b
Rb (Rubidio) 0,0082c 0,0001e 0,0002e 0,0125b 0,0651a 0,0039d
Cr (Cromo) 0,021498a 0,002131c 0,008895b 0,009563b 0,008299b 0,0019188a
Se (Selénio) 0,001293b 0,000254b 0,00390b 0,000808b 0,000298b 0,002527a
Al (Aluminio) 0,578930b 0,226031c 0,258619c 0,198792c 0,257270c 0,853917a
Co (Cobalto) 0,000271c 0,0000070e 0,0000073e 0,000110d 0,000717a 0,000313b
Tl (Télio) 0,000082a 0,000001c 0,000001c 0,000006¢ 0,000050b 0,000054b
Sr (Estroncio) 0,0291b 0,00087d 0,00068d 0,00080d 0,0175c 0,0485a

Li (Litio) 0,0006a 0,00043a 0,00047a 0,00045a 0,0005a 0,0007a
As (Arsénio) 0,012143a 0,018576a 0,022532a 0,020759%a 0,021281a 0,014507a
Pt (Platina) 0,000000b 0,000000b 0,000000b 0,0000003b 0,000002a 0,000000b

Médias com a mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott 5%.
*DVI= droga vegetal inicial, *FH= fragdo heanica, *FAc=fracdo acetato de etila, *FM= fracdo metandlica, *FAq=fracdo aquosa, *DVF= droga vegetal final

Fonte: autora
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4.7 Ensaio in vitro da enzima a-glicosidase

Verificou-se neste trabalho a eficacia da fracdo aquosa (ICso 0,00934mg/mL)
(Tabela 6), frente a enzima a-glicosidase, quando comparada com o controle positivo a
acarbose (1,04933 mg/mL). Essa atividade do extrato aquoso 112 vezes superior a
molécula controle € um forte indicio da expressividade da acdo deste extrato e sua

possivel efetividade, como composto fitoterapico, para controle do diabetes.

Tabela 4. 1Cso das fragBes de E. punicifolia (mg/mL)

Amostra mg/mL mM
FAQ 0,00934 -
FAC 0,01255 -
FH n.d -
FM 0,01141 -

Acarbose 1,04933 1.63

*FAqg=fracdo aquosa, *FAc=fracdo acetato de etila, *FH= fracdohexanica,
*FM= fracdo metandlica

n.d = ndo determinado em concentragdes <a 1mg/mL.
Fonte: autora

No que diz respeito a estudos de inibicdo da acdo da enzima a-glicosidase,
Galeno et al (2013) demonstrou que o extrato vegetal aquoso (valor do ICso de 2,4g/mL)
de E. punicifolia, foi similar a inibicdo do extrato de E. jambolana.

Aragjo (2015) constatou que o suco da polpa de E. dysenterica (valor do ICso
410g/mL) obteve uma atividade superior ao padrdo acarbose, e que os flavonoides ndo
apresentaram qualquer atividade inibitoria. Tais resultados foram opostos aos de Galeno
et al, (2013), onde os valores de inibicdo foram iguais, tanto para o extrato de E.
punicifolia quanto para a quercetina.

Diante disto, verificou-se que até a fracdo metandlica, deste estudo (valor do
ICs0 0,011mg/mL), obteve melhor inibicdo da enzima o-glicosidase, quando comparada

com o extrato aquoso de E. puniciflia de Galeno et al (2013) e E. jambolana.
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5 CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido resultou na obtencdo do 6leo essencial das folhas de
E.punicifolia; assim como na identificacdo de seus constituintes. A variagdo no teor e
composicdo quimica dos constituintes dos Oleos, quando comparados com estudos
prévios realizados, ird colaborar com os estudos taxondmicos da espécie E. puniciflolia.

Até o momento, os &cidos graxos saturados &c. estearico, ac. hexadecanoico (ac.
palmitico); poli-insaturados &c. linoleico, ac. linolénico, &c. alfa-linoleico; assim como
dos esteroides estigmasterol e beta-sitosterol estdo sendo relatados pela primeira vez na
espécie. Observou-se a importancia destas moléculas funcionais e nutracéuticas
presentes nesta espécie, E. punicifolia, pelos beneficios que se dispdem os pacientes
com DM tipo 2, ja que estas previnem doengas cardiovasculares, obesidade e diabetes.

O trabalho realizado, também possibilitou observar que a espécie, conhecidas na
medicina popular como “pedra-hume-cad”, acumula acido galico em suas estruturas
foliares.

Apds andlise quantitativa dos constituintes inorganicos de E. punicifolia,
verificamos que a droga vegetal inicial (DVI) contém os elementos calcio (Ca) e
magnésio (Mg) em concentracBes significativas. Porém, na fracdo aquosa (Fag), o
elemento magnésio (Mg) se apresentou em maior concentragdo. Sendo assim, esta
fracdo aquosa (Faq) por conter o elemento magnésio (Mg), elemento adjuvante na
resisténcia a insulina, justifica ainda mais a sua eficicia, ja que a fracdo aquosa (Faq) foi
a fracdo que melhor inibiu a acdo da enzima a-glicosidase.

O acumulo de magnésio (Mg) e calcio (Ca) identificados na droga vegetal e na
fracdo de E.punicifolia € um forte indicativo de que tais elementos atuam em sinergismo
com os constituintes organicos desta espécie, no controle da glicemia.

A espécie E. punicifolia tem a predisposicdo em acumular substancias toxicas
tais como cédmio, tdrio, chumbo, talio, ardénio, antimdnio. Sendo assim, o local de
cultivo e coleta desta planta medicinal deve ser criterioso quanto a qualidade do solo, da
agua e na utilizacdo da adubacdo quimica, a qual pode introduzir ao solo quantidades

significativas de metais pesados.
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Anexo 1 Cromatograma obtido ap6s anélise por CG-EM do 6leo essencial. de E. punicifolia (Kunth) DC.
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Anexo 2 Espectro de massas do constituinte majoritario trans- cariofileno, substancia eluida no tr =

26.544 min.
Spectrum 14,
BP 133.1 (304810=100%) eugenia punicifolia. sms 26.544 min. Scan: 3463 40:650 lon: 46 us RIC: 4.199e+5 (BC)
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Anexo 3Espectrode massas do y-muurolene, substanciaeluida no tr= 28.859 min.

Spectrurn 14 0[]
BF 161.2 (361742=100%) eugenia punicifolia. sms 28.859 min. Scan: 3775 40:650 lon: 71 us RIC: 2.198e+5 (BC)
100% 161.2 E
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75% 105.1 .
1 228263
11 [ 912 1192 E
1 145088 138654
269 ]
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Anexo 4 Espectro de massas do biciclogermacreno, substanciaeluida no tr = 29.508 min.

Spectrum 14
BP 121.1 (203360=100%) eugenia punicifolia.sms 29508 min. Scan: 3862 40:650 lon: 71 us RIC: 212345 (BC)
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Anexo 5 Espectro de massas do germacreno B, substanciaeluida no tr = 31.773 min.
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Spectrum 1A
BF 121.1 (92237=100%) eugenia punicifolia.sms

ol

31.773 min. Scan: 4166 40:650 lon: 1582 ug RIC: 1.285:+5 (BC)
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Anexo 6 Espectro de massas do trans-muurola-3,5dieno, substanciaeluidano tr =27.813 min.

Spectrum 14,
BP 93.1 (165508=100%] eugenia punicifolia. sms

27 813 min. Scan: 3633 40:650 lon:

171 us RIC: 1.002e+5 (BC)
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Anexo 7 Espectro de massas do 6- cadinene, substanciaeluida no tr = 30.454 min.

— r
200
g-xcquired Range  m/z

Spectrurm 14 <]
BP 161.2 [136265=100%) eugenia punicifolia.sms 30,454 min. Scan: 3988 40:650 lon: 294 us RIC: 1.002e+5 (BC)
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Anexo8 Cromatograma da fragdo hexanica de E. punicifolia.

Chromatooram CAmostras GCMS\Silvia TalebE HEX. SILIL.ged
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Anexo 9 Espectro de massas da substancia ac. palmitico eluida no tr =33,5 min., comparado com o banco
de dados.

<< Tarpat ==

Line#:¥ R Time:33.500(Scar:6001) MassPeaks: 143

RawMode: Averaped 33 493-33 505(6000-6002) BasePeak: 73, 100263352)
BG Mode: Cale. from Peak

oo T 117

i 313

129

145

5 3 26 32
139 185 1213 243 269 209 | 338 444

LI L L L L L L DL BN L BLAN DL NN L LI LI LN L DL L |
20 0 B0 110 140 170 200 230 260 200 320 350 38D 410 440
Hig: 1 Eniry:131372 Library:NISTOS LIB
SI:96 Formola:C19H4K25 CAS:55520-80-3 MolWeight:328 Retlndex: 1987
CompMName :Hexadecanoic acid, mmethylsilvl ester 3% Palmitic acid, tmmethylsilvl ester 55 Tnmethylsilvl
1 W

i T3 17

] 132

1 145

] 185 269 328
I|I'|'|'|'|:I|'|'|'|'|'|'|'|'I|'|:|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|

20 Mo B0 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440

Hi:2 Entry:25529 Librany:NISTOEs.LIB

SI:95 Formuola:C19H4K251 CAS:55520-89-3 MolWeight:328 Retlndex: 1987
CompName :Hexadecanoic acid, rimethylsilvl ester £3 Palmitic acid, tnimethylsilv]l ester 5 Trimethylsilvl
Wk T

- )

] 17 e

. 313 o

] 132

. 5

1 4 14:

B . :r _ - ',!Iq,s

12f 3 159 187 269 e

hou ) | L }
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Anexo 10 Espectro de massas da substancia ac. linoleico eluida no tr =36,9 min., comparado com o banco
de dados.

Line#: 9 K. Time:36.875(Scam: 6676) MassPeaks: 133
RawMode: Averaped 36 870-36 8R0{6675-6677 ) BasePeak: 67.05(102585)
BG Mode:Calc. from Peak

L Fiii

1 £1

1
LA
]

20 50 B0 110 140 170 200 230 2e0 200 320 3500 380 410 440

Hi#:1 Entry:219480 Library WILEY7.LIE

S04 FormolaC20 H36 02 CAS:544-35-4 MolWeight: 308 Retindex:0

CompMame:Ethyl inoleate 5% LINOLEIC ACID, ETHYL ESTER 5% ETHYL 9. 12-0CTADECADIENC
{LE

A7 81

41

136 164 263 308
L I |
R DL L LA DL LA BRLN BN D LA L L L LN BN LN BN BN LI BN LA BLEN BLEN DNLEN LI BNLEN BNLEN BN LN BNLEN BLEN LN BN LN B |
20 380 110 140 170 2000 230 2600 290 320 350 38D 410 440
Hit:2 Entry:24704 Library:NISTOSs.LIB
SI94 FormulaC20H3602 CAS:544-354 MolWeight:308 Retlndex:2193
CompMName:Linokic acid ethyl ester 5 Ethvl linoleate £% 9, 12-Octadecadienoic acid (2. 7)-. ethyl ester 5!

I
1 0 a1

136 164 263 308
i I I { |

AL WL IO U W UL L L L I L L L L LN L LA B L LA LN LN LA BN L LN B B L L |
20 50 B0 110 140 170 200 230 2e0 200 320 3500 380 410 440
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Anexo 11 Espectro de massas da substancia ac. linolénico eluida no tr =37,1 min., comparado com o
banco de dados.

Linest: {0 R.Time:37.050(Scan:6711) MassPeaks: 165

RawMode: Averaced 37.045-37.055(67 10-6712) BasePeak: 79.05(278333)
BG Mode: Cale. from Peak

1 W 70

A . 4{il:}
20 50 80 110 140 lT-‘[) *m I -.[] "E-[] ’“J{ﬁ 3‘:’} _'ﬁ[] ﬁﬁ[] -H[:l -1-11'} o
Hig: 1 Entry:24616 Library:NISTOE: LIB

SI:95 FormulaC20H3402 CAS:1191-41-9 MolWeight:306 Retlndex:2201

CompMName:9, 12, 1 5-Octadecamenoic acid, ethyl ester, (2.2 35 Linolenic acid, ethyl ester £% Ethyl cis

1O
b/l/\/\/\/\r o

261
|-|I-| ------------------- Tl

1
M 50 B 110 ]4[:' l"'[:' "I!'.I':} -.[] 260 ’“J{:' 3"':'} _'ﬁ[] -.E'}[] -H[:l -H{r
Hit#:2 Entry:219172 Library: WILEY7.LIB
595 FormulaC20 H36 02 CAS:544-35-4 MolWeight:308 Retlndex:0
CompMame:ETHYL LINOLEOLATE 5%
1O

N 50 8> 110 ]-1[:I l'-‘[:l "l:'}d'.l -.[] "n.":-[] ’“J{II _'1"':'} _'1‘71[] -.EE[] -H[:I -1-11'}



dados.

Line: 11 R.Time:37 350(Scami:6771) MassPeaks: 167
RawMode: Averaced 37.345-37 355(6770-6772) BasePeak: 143 100426 1017)
BG Mode: Cale. from Peak
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Anexo 12 Espectro de massas da substancia fitol eluida no tr =37,4 min., comparado com o banco de

1O 1%

157 170196213 236 263 283 335353
II'I'J.I'I'I'I'I'Il.'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
20 50 B 110 140 170 200 230 260 200 320 350 3BD 410
Hit: 1 Eniry:154684 Library:NISTOSE LIB
S1:95 FormulaC23H4B0S1 CAS:0-0-0 MolWeight368 Retindex:2086
CompMName :Phvtol, mmethvlsily] ether
1 W =
4 143
] T
] - 123
1439 by st 213 778 353
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Anexo 13 Espectro de massas da substancia ac. 9,12-octadecadienoico eluida no tr =38,4 min.,

comparado com o banco de dados.

Line#: 13 R.Time:38 330(Scan#: 6967 MassPeaks: 108 — -----+--
Faw Moda: Averaped 38, 12* 3%, 335(6066-606%) BasePeak: 73.05( lﬁJ'-‘Eu
BG Mode:Cale. from Peak
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Hi:1 Eniry: 146189 Library:NISTOS LIB
SI:01 FormulaC2IH40025:1 CAS:56259-7-5 MolWeight:352 Retlndex:2202
CompMName:9, 12-Octadecadienoic acid (2,2} mmethy l\:l\]ulcr 5% Linoleic acid mimethy l\:l\]ulcr] 5%
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Hit:2 Entry:255915 Library: WILEY7 LIB
SI:91 Formula:C21 H40 02 81 CAS:56259-7-5 MolWeight:352 Retindex:0
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Anexo 14 Espectro de massas da substancia ac alfa-linolénico eluida no tr =38,5 min., comparado com o

banco de dados.

Lined: 14 Ko Lime 38 510 scans: M3 ) MassPeaks: 217
RawMode: Averaged 38 503-38 31 5(7002-7004) BasePeak: 73.05(2300979)
BG Mods:Cale. from Peak

100 T
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Hig: 1 Entry:26182 Library:NISTOS: LIB
SI:93 Formula:C21H3BO2Si CAS:97844-13-8 MolWeight:350 Retlndex:2210
CompMName ;. alpha-Linolenic acid, trimethylsilyl esier $% Trimethylsilyl (3E 6E 9E)-3,6, 9-octadecatrieno:
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Higt:2 Eniry:254146 Library: WILEY 7. LIB
S92 Formuola:C21 H38 O2 51 CAS:97844-13-8 MolWeight:350 Retlndex:0
CompName | ALPHA -LINOLENIC ACID 1 TMS 5% .alpha -Linolenic acid, timethylsilvl ester $3%
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Anexo 15 Espectro de massas da substancia ac estearico eluida no tr =39,4 min., comparado com o banco

de dados.

Lamed: 12 Ko Lime: 39 360 scans: / 173) MassPeaks: sy
RawMode: Averaged 39.353-39.365(7 172-7174) BasePeak: 117.05(28923)
BG Mods:Cale. from Peak
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Hit:1 Entry:148420 Library:NISTOE LIE

L L L L |
310 340 370 400 430

SI92 FormulaC21H44025: CAS 18748-91-9 MolWeight:356 Retlndex: 2186
CompName :Octadecanoic acid. trimethylsilyl ester §% Stearic acid, trimethylsilyl esier 3% Trimethylsilyl e

100 _

117
73

0 40 70 100 130 160 190 230 250 280
Hig:2 Entry:26321 Library:NISTORs.LIB

-.'-‘[] 4[)[!' -13':'}

S1:02 Formula:C21H44028i CAS: 18748-91-9 MolWeight:356 Retlndex:2186
CompName :Octadecancic acid, trimethylsily| ester $% Stearic acid, trimethylsilyl esier $% Trimethylsilyl @

100 —
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Anexo 16 Espectro de massas da substancia ac hexadecanoico eluida no tr =48,6 min., comparado com o

banco de dados.

Line#: {6 R.Time:48 6400 Scan#: 9029) MassPeaks: 102
RawMode: Averaped 48 63348 645(0028-0030) BasePeak: 371.30030021)
BG Mode:Cale. from Peak

100 73 71

361 459

09] 31| 443

R R p e e e e e e e e
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 350 300 420 450
Hiz: 1 Entry:311323 Library: WILEY7 LIB
SI:91 FormuolaC25 H54 O4 512 CAS:1188-74-5 MolWeight:474 Retindex:0
CompMName:Hexadecanoic acid. 2, 3-bis[(mmethylsily Doxy [propy] ester (CAS) I-MONOPALMITIN-DI
W

73 i

05 239
187 J\Elﬂ | 313 479
'|'|'|'I|' |'I|'|'|'|'|'|'|'|'|'|I'|'|'|'|'|' LRI b b o |

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450
Hit#:2 Entry:27922 Library:NISTOSs LIB
S1:91 FormulaC25H54045i2 CAS:1188-74-5 MolWeight:474 Retlndex:2581
CompMame :Hex adecanoic acid, 2, 3-bis[(rimethylsily Doy [propy] ester £5 1-Monopalmatin I.Tinmh}'{]sil}'l
W 73 7 o

205 _
157 J\Elﬂ | 313 459
| | | |

2

akasaianasasanenannsnpanhneninsniinsnsinepnnsny nansnsnn bansibnns|
i e 9 1200 150 180 10 240 270 300 330 360 390 4320 450
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Anexo 17 Espectro de massas da substancia ac hexadecandico eluida no tr =48,6 min., comparado com o
banco de dados.

Line#: 19 R.Time:&0.650(Scand: 11431) MassPeaks: 103
Raw Mode: Averaped 60.643-60.655(1 1430-11432) BasePeak: 165, 10(85217)
BG Mode:Calc. from Peak

LY, 15

430

57 . 205

1 spalotior, 1O N1TT 1219 43 271 207 341 371 443
00 50 80 110 140 170 200 230 260 200 320 350 380 410 440

Hig#:1 Entry:27663 Library:NISTOSs.LIB

SI:03 Formulz:C20HS002 CAS:10191-41-0 MolWeight:430 Retindex:3149

CompMName dl-. alpha.-Tocopherol 5% (.+- -.alpha-Tocopherol £5 Vitamin E 5% 2H- |-Benzopyran-6-ol,

i
1o s 130

43

205
l

27 T o1yg7 136 177
I'-.I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
20 S0 B0 110 140 170 2000 230 260 290 320 350 380 410 440
Hit:2 Entry:27664 Library:NISTOE: LIB

SI:93 FormulaC29H5002 CAS:59-2-9 MolWeight: 430 Retlndex:3149
CompName:Vitamin E 55 2H-1-Benzopyran-6-ol, 3 4-dihydro-2.5,7 -tetramethyl-2-(4 8, 1 2-tmimethylrad:

" " fIIlNJumL

1o
430

205

S'I'
208 71 e1107, 136 177
it e i ' AR e e

LI I'I'I'II'I'I'II'I'I'I'I'I UL L LN LA L L L L B B L L |
0 BO 110 140 170 2000 230 260 290 320 350 3R0 410 440
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Anexo 18 Espectro de massas da substancia estigmasterol eluida no tr =63,4 min., comparado com o
banco de dados.

Line#: 71 R.Time:63,385(Scamt: 11978) MassPeaks: 250

RawMode: Averaced 63 380-63 300(1 1977-11979) BasePeak: 23, 10(97820)
BG Mode:Cale. from Peak

100 T

40 &0 1200 160 200 2400 280 320 360 400 440 480 520

Hi: 1 Eniry:183323 Library:NISTOS LIB
SI95 Formula:C32ZH56081 CAS:14030-29-6 MolWeight: 484 Retindex:2797
CompMName:Stgmasterol rimethylsilyl ether 5% Silane, mmethyl[[(3.beta 22E)-stipmasta-3, 22-dien- 3-y1]

10 =
e

B

P g

484

40 80 1200 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520
Hit#:2 Eniry:27065 Library:NISTOEs. LIB
S92 FormulaC32ZHS605 CAS: 14030-29-6 MolWeight484 Retlndex:2797
CompName:Stipmasterol trimethylsily] ether 35 Silane, timethyI[[{3.bata 22E)-stigmasta-3, 22-den-3-v]
oy

(L
@t@j{-

484

40 &0 1200 160 200 2400 280 320 360 400 440 480 520
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Anexo 19 Espectro de massas da substancia sitosterol eluida no tr =64,7 min., comparado com o banco de

Lamegt: 22

dados.

ELTame: b4 693 Scang: 1022400 MassPeaks: 30

RawMode: Averaped 64.690-64.700012239-12241) BasePeak: 129 10(276335)

BG Mode:Cale. from Peak

1O )

40 70 103 130 160 190

20

Hig:1 Entry:183531 Library:NISTOZ LIB
5191 Formula:C32H38081 CAS:2625-46-9 MolWeight 486 Retlndex:2789

100

250 280 3100 340 370 400 430 460

CompName: heta.-Sitosterol trimethylsilyl ether $5 Silane, trimethy][[(3. beta }-stigmast- 3-en-3-vlJoxy]- §

My
357 306 -~

s

381
47

40 70 100 130 160 190 230 25

Hitt:2 Entry:27974 Library:NISTOE: LIB

SLEE Formula:C32ZH3BOS CAS:2625-46-9 MolWeight 486 Retlndex:2789
CompMName:. beta.-Sitosterol trime thylsilyl ether 35 Silane, mmethyl[[(3.beta )-stigmast-5-en-3-ylJoxy]- 5!

1O

y

40 70 100 130 160 190

LI L L L L G U U W L N N N N N LN B B |
250 280 3100 340 370 400 430 460



Anexo 20 Cromatograma obtido da fragdo AcOEt de E. punicifolia

Chromatogram C:\Amosiras GCMS\Silvia Taleb\E_ACOET _SILIL.qgd
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Anexo 21 Espectro de massas da substancia sorbose eluida no tr =25,8 min., comparado com o banco de
dados.

Line#: T R Time:25.835(Scan#:4468) MassPeaks: 53

RawMode: Averaped 25 830-25, 840(4467-4469) BasePeak: 73.05(84680)

BG Mode: Cale. from Peak

1M =
[

3

437

231 257 2192 3}.9 347
Il Il L 1

III'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
20 50 20 110 140 170 200 230 260 290 320 350 38O 410
Higt: 1 Entry:136943 Library:NISTOZ LIB
S92 FormulaC2IHS20651F CAS:30645-24 MolWeight:340 Retlndex: 2049
CompMName:Sorbopyvranose, 1,234, 5-pentakis-O-(rimethylsilvl k-, L- % Sorboss, mnlukis[u'irmm,t'lsil}'h

1M} i = T

,
437
; 217
28 45 & 103 129 | 65 203 319
I'II'II'I'I'II'I'I'II]'I'lII I'II'II'I'I'I:I'I'Iu'l'.II'E'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'II
0 50 ) 110 140 170 200 230 260 290 320 350 3RO 410
Hiw:2 Eniry:322851 Librany: WILEY7.LIB
S92 Formula:C21 H32 06 8515 CAS:0-0-0 MolWeight: 540 Retindex:0
CompName: SORBOSE 5TMS 55
l[]{';_ i
] 204
] 147 437
Toe 45 3 1o 217
12845 o4 105 129 ly57 189 |7 265 293 319 |
L L I L " e TP —— PP

LI e s ke e e e e e e e e s e e e L e
£ Al R 1o 140 1700 M0 7300 R0 M A0 350 IR0 410
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Anexo 22 Espectro de massas da substancia alfa-D-glucopironose eluida no tr =28,5 min., comparado

com o banco de dados.

Line#t:d R Time: 28 505(Scam: 5002) MassPeaks: 3%
RawMode: Averaped 28 500-28 510(3001-3003) BasePeak: 204, 10§52825)
BG Mode:Calc. from Peak

1 o

T3

147

__ 3 129 t
59 38|

24

191

t?.’*l 201

0 40 70 100 130 160
i1 Entry:323004 Library WILEY7 LIB

T I'I'I'II'I'I'I'I'I
190 220 250 280

P e e e e
310 3400 370 400

SI:96 Formuola:C21 H532 O6 815 CAS:3327-61-5 MolWeight: 540 Retlndex:0

CompMame: . alpha-D-Glucopyranose, 1,23 4, 6-pentakiz-O-(rimethyisilvly- (CAS) A-GLUCOPYRANO

1o

L

0 40 70 100 130 160
Hit¥:2 Entry:186953 Library:NISTOS.LIB
SI:06 FormulaC21H320685 CAS:3327-61-5 MolWeight:540 Retindex:2037

] CS0Na 3
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T Bl e e e e g e e e e e
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CompName alpha-D-Glucopyranose, 1,2.3.4.6-pentakis-O-(trimethylsilvlk $% Glucopyranoside, trimethe
L
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Anexo 23 Espectro de massas da substancia &cido galico eluida no tr =30,7 min., comparado com o banco

de dados.
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Anexo 24 Espectro de massas da substancia quercetina eluida no tr =54,99 min., comparado com o banco

de dados.
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Anexo 25 Cromatograma e espectro deU.V A=250nm da amostra 5
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