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Resumo: O Cerrado brasileiro é um dos biomas mais ricos em biodiversida-
de cujo cenario de desmatamento é preocupante. As espécies do género Eugenia
(Myrtaceae) sdo plantas do cerrado que tém sido investigadas quimicamente e do
ponto de vista biologico, pois apresentaram diversas atividades farmacologicas
(antidiabética, anti-inflamatoria e antitumoral). No entanto a espécie Eugenia dy-
senterica, “cagaita”, cujas folhas, cascas e frutos sio utilizadas na medicina popu-
lar (antidiarreico, para ictericia, diabete e problemas cardiacos), tém poucos tra-
balhos. Visando contribuir com a pesquisa de plantas do Cerrado e de valorizar
a preservagao deste bioma, este trabalho visou a caracterizacdao do perfil quimico
dos extratos etandlicos das folhas, flores, galhos e sementes de E.dysenterica. O
uso de técnicas espectrométricas de RMN de 'H, CLAE-DAD e CG-EM permitiu
visualizar as possiveis classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos
etanolicos das partes analisadas.
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1 Introducao

O habito humano de consumir e utilizar produtos naturais para tratamento,
prevengao e cura de doengas é milenar e universal, sendo o uso de tais substancias tao
antigo quanto a propria civilizagio humana e tem desempenhado papel importante
na vida do homem como forma de acesso aos cuidados basicos de satde, principal-
mente para a populacdo mais pobre(VIEGAS JR, BOLZANI e BARREIROS, 2006).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (2014), seja por causa da pobreza
ou péssimas qualidades no sistema de saude, por volta de 65 a 80% da popula-
¢do mundial procuram nas plantas o tratamento de doengas. No entanto, entre
as plantas medicinais mais usadas pela populacio somente algumas tém acdo
comprovada cientificamente. Intitula-se como planta medicinal todo ou qualquer
vegetal que possua algum tipo de substancia que possa ser usado para fins tera-
péuticos ou como precursor de farmacos semissintéticos (VEIGA JR. et al., 2005).
Assim, podem ser utilizados 0 sumo ou extratos de algumas espécies como latex,
raizes, caules, ramos, flores, folhas, frutos e até a resina, dependendo do efeito
terapéutico almejado (VILELLA, et al.,2000).

O Brasil possui uma posi¢ao privilegiada em relacdo aos produtos naturais
uma vez que é detentor de uma flora exclusiva, possuindo a savana com maior
biodiversidade (Cerrado) e a maior floresta equatorial (Floresta Amazonica) do
planeta (VEIGA JR et al., 2002).

O Cerrado brasileiro ocupa 24% do territério e um terco da biodiversida-
de nacional com um arsenal de plantas que ndo foram investigadas, sendo rico
em compostos quimicos com potencial para o desenvolvimento de medicamentos
(EMBRAPA, 2007; ESPINDOLA-DARVENE, 2007). O Cerrado é considerado
um “hotspot” mundial de espécies endémicas e vem perdendo sua cobertura vege-
tal pela ocupacdo humana, desmatamento, queimadas e ocupacao ilegal, compro-
metendo assim sua biodiversidade (MMA/IBAMA, 2011).

Neste cenario destacam-se as espécies da familia Myrtaceae, com cerca de 5500
espécies distribuidas em aproximadamente 142 géneros. No Brasil, podem ser encon-
trados em torno de 23 géneros com cerca de 1000 espécies (DA SILVA, et al., 2007).

Esta familia j4 vem sendo utilizada na medicina popular para tratamento de
diarreia, desordens intestinais, infec¢des na garganta, diabetes e outros. Também
tem despertado a atencdo da industria farmacéutica, pois suas frutas sao ricas em
vitaminas e em substancias antioxidantes (HU, et al., 2012; STEFANELLO, et al.,
2011; FRANZON, 2009; ISHIKAWA, et al.,2008). Em sua composi¢do quimica
destaca-se a presenca de flavonoides, terpenoides,taninos e derivados fendlicos
(LAGO, et al., 2011).

Os principais géneros desta familia sao Psidium (goiabeira, araca), Martierea
(canbuca), Campomanesia (guabiroba), Paivaea (cambuci), Syzigium (Jamelio) e
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Eugenia (cagaita)(MAGINA, 2008). O género Eugenia é um dos maiores da familia
Myrtaceae, e encontra-se distribuido em diferentes regioes do Brasil sendo muitas
de suas espécies utilizadas na medicina popular (ROMAGNOLO, 2006). A inves-
tigacdo por atividades biologicas deste género, identificou atividades antidiabética,
antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, que estao relacionados aos metab6-
litos secundarios descritos: flavonois poliidroxilados, formados principalmente por
agliconaquercetina (1), miricetina (2), canferol (3), mearnsetina (4) e gossipetina
(5) (Figura 1) (MAGINA, 2008). Destaca-se que menos de 10% das espécies desse
género foram estudadas quimicamente e biologicamente (GILIOLI, et al., 2010).

(1)R,=H;R,=OH; Ry = OH; R, = H
(2)R,=OH; R, = OH; Ry=0H; R, = H
(3)R,=H;R,=OH; Ry =H;R,=H
(4)R,=OH; R, = OCHx; Ry = OH; R, = H
(5) R, =H;R,=OH; R, = OH; R, = OH

Figura 1 Esqueleto flavonol encontrado em espécies do género Fugenia.
Fonte: Magina (2008,p.14).

A espécie E.dysenteria, conhecida popularmente como cagaita ou cagaiteira,
¢ uma espécie da flora apicola do Cerrado e destaca-se principalmente pelos seus
frutos. Esta distribuida nos estados da Bahia, Goids e Minas Gerais (NAVES,
1999). Em relagao a utilizacdo medicinal, suas folhas e cascas sdo utilizadas na
medicina popular como antidiarreico, para diabete e ictericia. O cha de suas fo-
lhas é empregado para problemas de coragio e diarreia, enquanto que o cha de
suas flores para o tratamento dos rins (CHAVES, 2001; DUBOC, et al., 2007).

Considerando as atividades bioldgicas e a quantidade de metabdlitos secun-
dérios ja isolados a partir do género Eugenia, se torna indiscutivel o potencial
farmacologico ainda pouco explorado de E.dysenterica.

2 Metodologia

2.1 Coleta do material vegetal

As diferentes partes da espécie E.dysenterica foram coletadas nas dependén-
cias da Universidade Federal de Goids — Regional Catalao (UFG/RC), no municipio
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de Catalio — GO, sob a Autorizacdo n° 010698/2013-2 CNPq. Os dados e as
coordenadas de GPS foram armazenados para coletas futuras, sendo esta parte do
trabalho auxiliada pelo Hélder Nagai Consolaro, o qual realizou a identificacio
do material vegetal e a cataloga¢io do mesmo.

2.2 Obtengdio dos extratos etandlicos de E. dysenterica

O material vegetal (folha, flor, galho e semente) foi seco, moido e submetido
a maceragao com etanol a temperatura ambiente, sendo realizadas trés extragdes
de sete dias cada. Apds cada extracdo, o material foi filtrado e o solvente evapora-
do em rotaevaporador rotativo a baixa pressao, sendo obtidos os extratos brutos
etanolicos de E.dysenteria.

2.3 Partigdio liquido-liquido dos extratos etandlicos de E. dysenterica

Para realizar a parti¢ao liquido-liquido pesou 20 g de cada um dos extratos
brutos da flor (EEL), galho (EEG) e semente (EEG), e 15 g do extrato etandli-
co das folhas (EEF). Estes foram solubilizados em 300 mL de uma mistura de
MeOH/H,O0 (3:7) e submetidos a extracao liquido-liquido com hexano (200 mL)
e acetato de etila (200 mL), sendo cada uma das extracoes realizadas em triplica-
ta. Os solventes foram evaporados, obtendo-se as fragdes hexano (H), acetato de
etila (A) e hidroalcéolica (W).

2.4 Condigdes cromatogrdfica para as andlises por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Para as andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia as amostras fo-
ram preparadas utilizando filtro de membrana0,22pm PFE (Millex). As amostras
foram analisadas em HPLC Agilent Technologies equipado com coluna de C18
(Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 5 pm, 150 x 4,6 mm). A fase mével usada foi
gradiente acetonitrila/dgua 10-90% em fluxo de 1,0 mL.min"!, por um tempo de
60 minutos e monitorada por UV/DAD 217, 220, 240,254 e 365 nm.

2.5 Condigdes cromatogréficas para as andlises por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O equipamento de cromatografia a gas utilizado foi o Agilent Tecnology Inc.
CG-EM, equipado com um analisador tipo quadrupolo. Utilizou-se uma coluna
capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 pm de espes-
sura de filme e fase estacionaria contendo 5% de difenil, 95% dimetilpolisiloxana
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(HP-5MS) da Agilent Tecnology. Programagio de temperatura: 75°C (1 min), 35 °C/
min até 100 °C (5 min), 45 °C/min até 150°C (5 min), 55°C/min até 200 °C (15
min), 65 °C/min até 240 °C (2 min). O gas de arraste utilizado foi o hélio a um
fluxo de 1,0 mL/min. O injetor operou a 250 °C no modo splitless e o espectrome-

tro de massas no modo positivo por impacto eletronico (IE) com energia de 70 eV.

2.6 Andlises por ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H)

Os experimentos de RMN 'H foram realizados em colaboracio com o

Luciano Morais Lido do Instituto de Quimica da UFG - Regional Goiania, uti-
lizando equipamento da marca Bruker, modelo Avance III — 11,7 Tesla (500 MHz

para 'H).

3 Discussao e resultados

3.1 Extratos etandlicos e extratos particionados

O presente estudo resultou no mapeamento do perfil quimico da espécie E.

dysenteria, utilizando-se de diversas partes vegetais (folha, flor, galho e sementes).

As massas das partes vegetais e dos extratos obtidos estao descritas na Tabe-
la 1.0s estudos foram realizados utilizando diferentes técnicas cromatograficas

(CLAE-DAD e CG-EM) para a separagao dos compostos e técnicas espectrosco-

picas (RMN de 'H e EM) para caracterizacdo dos mesmos, em comparagao com
dados da literatura.

Tabela 1 Massa do material vegetal seco e dos extratos obtidas apés extracéio.

Parte vegetal

Material Extrato Massa de

i Rendimento (%)
seco (g) | etandlico | extrato (g)

Folha 134,7 EEF 19,0 141
Flor 1300,0 EEL 73,3 5,6
Galho 887,7 EEG 68,0 1,1
Semente 2300,0 EES 90,0 39

Com a finalidade de minimizar a complexidade quimica dos extratos, reali-

zou-se parti¢ao liquido-liquido, onde as massas e o rendimento das fra¢oes foram
calculados com base no peso dos extratos brutosetanodlicos (Tabela 2).
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As fragoes em hexano apresentaram menor rendimento, exceto para parti¢io
das folhas (EEFH). As fracoes hidroalcoolicas (W) foram as parti¢des com maior
rendimento em todas as extragoes. Estes resultados de rendimento evidenciam
que ha uma grande quantidade de metabdlitos polares presentes no extrato eta-
nolico das diferentes partes da E.dysenterica.

Tabela 2 Massa e rendimento das fracdes obtidas por particdes liquido-liquido.

Extrato Fracdo H (g) Fracdo A(g) Fracdo W (g)
(rendimento) (rendimento) (rendimento)

EEF 5,26 (35%) 3,06 (20%) 6,23 (42%)

EEL 2,31 (12%) 3,73 (19%) 10,45 (52%)

EEG 1,10 (6%) 3,52 (18%) 10,38 (52%)

EES 1,27 (6%) 1,62 (8%) 16,00 (80%)

Legenda: H: hexano; A: acetato de etila; W: metanol/égua.

O hexano (solvente apolar), usado na particiao liquido-liquido é o respon-
savel por extrair compostos com carater lipofilico como esteroides, terpenos,
lactonas e terpenoides. Ja acetato de etila e a mistura metanol:dgua extraem os
compostos polares e de polaridade intermediaria, como compostos fendlicos, fla-
vonoides, cumarinas e taninos (ORHAN et al., 2009).

3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica analitica
importante de separacdo, uma vez que consegue separar misturas complexas de
compostos similares utilizando como base uma fase estacionaria e um eluente,
conhecido como fase movel, a altas pressdes (COLINS, et al., 2006).

Varios métodos de deteccao sdao passiveis de serem utilizados com CLAE,
dentre eles 0 uso de métodos espectrofotométricos como ultravioleta (UV) e ul-
travioleta com arranjo de fotodiodos (DAD), pois apresentam imensa aplica¢io e
menor custo de aquisi¢ao.

O detector empregado para os extratos de interesse foi do tipo DAD, que
permite detectar em diferentes comprimentos de onda na regiao da luz ultra-
violeta-visivel. Além disso, é possivel avaliar o scan de absor¢do de cada banda
cromatografica separada no cromatograma, permitindo sugerir a identidade das
amostras analisadas sendo que para a confirmac¢do devem ser utilizadas outras
técnicas espectroscopicas e espectrométricas.
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Os perfis cromatograficos obtidos para cada um dos extratos de E.dysen-
terica estao descritos na Figura 2 e é possivel observar uma vasta variabilidade
de absorcdes. Os picos presentes nos cromatogramas apresentam tempos de
reten¢do e quantidade de picos diferentes em cada extrato, indicando que pos-
suem substancias diferentes em sua composi¢io. Outro ponto importante que
foi observado nos cromatogramas do galho e semente foi abaixa quantidade de
substancias que possuem cromoéforos, caracteristica esta observada quando a
composi¢ao € majoritaria em relagdo a substancias terpénicase esteroidais. Estas
andlises permitiram detectara complexidade quimica dos extratos estudados.
Vale ressaltar que os extratos brutos das folhas e flores podem possuir muitas
substancias em comum, uma vez que é observado um numero razoavel de subs-
tancias com o mesmo tempo de retengio.
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Figura 2 Perfil cromatogrdfico dos exiratos das flores, folhas, galhos e sementes da espécie E.dysenterica utilizando
CLAE-UV/DAD. (Continua)
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Figura 2 Perfil cromatogrdfico dos exiratos das flores, folhas, galhos e sementes da espécie E.dysenterica utilizando
CLAE-UV/DAD. (Continuacdo)

Fonte: O autor

Condigoes cromatograficas: coluna C18; acetonitrila/dgua em gradiente explora-
torio de 10-90% de acetonitrila durante 60 min; DAD: 217, 220, 240, 254, 365 nm.

3.3 Experimento de RMN de TH

Os extratos da E.dysenterica também foram submetidos a analise por RMN
de 'H (500 MHz) (Figura 3) e seus espectros mostraram a presenca de sinais com
grande variedade de deslocamentos quimicos (8).Observa-se que os extratos pos-
suem constitui¢ao quimica bastante distinta, especialmente quando comparadas as
diferentes partes do vegetal(EEF, EEL, EEG e EES). Os espectros sugerem a presenga
de esteroides caracterizados pelos sinais em 8y 5,31-5,17 e 8y 3,30, e um grande
numero de sinais intensos na regido de 8y 0,63-2,46, atribuidos aos hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos que caracterizam o esqueleto esteroidal (NASCI-
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MENTO, 2014). Observa-se também deslocamentos quimicos na faixa de 4,5-7,5
ppm, caracteristicos de hidrogénios olefinicos que sofrem efeito de desblindagem
exercido pela nuvem eletronica da dupla ligacao (SILVERSTEIN, et al., 2007).
Sinais caracteristicos de hidrogénios glicosidicos foram observados entre 8y
3,0-4,0 sugerindo a presenca de compostos glicosilados. Outro indicio da presenca
de unidade glicosidica pode ser observado pelossinais do hidrogénio anomérico em
814 35,5-5,1, que pode corresponder a uma glicose ou galactose. O espectro apresenta
ainda sinais em regido de campo baixo com &y 6,5-8,5correspondentes a compos-
tos aromaticos, que compdem a estrutura quimica dos flavonoides. Em relacdo a
baixa intensidade dos picos referentes aos flavonoides deve-se a complexidade do
extrato bruto, onde ainda existe uma infinidade de compostos. Estas informagoes
discutidas corroboram com a de outros autores que isolaram grande quantidade de
flavonoides em espécies desta familia (LAGO, et al., 2011; DE PAIVA, 2013).
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Figura 3 Especiros de RMN 'H dos exiratos brutos das folhas, flores, galhos e sementes de
E. dysenterica (500MHz, DMS0-d6). (Continua)
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Figura 3 Espectros de RMN 'H dos extratos brutos das folhas, flores, galhos e sementes de
E. dysenterica (500MHz, DMS0-d6). (Continuacdo)

Fonte: O autor.

3.4 Experimentos de CG-EM

As anilises realizadas por CG-EM levaram a espectros de massas com alta
complexidade, mostrando a necessidade de purificaces das fracdes estudadas.
No entanto, os cromatogramas dos extratos brutos (EEE, EEL, EEG e EES) foram
utilizados para comparar as similaridades entre os extratos estudados. O moni-
torando da composi¢do quimica dos extratos foi feito injetando no CG-MS uma
aliquota dos extratos brutos das diferentes partes planta no modo splitless. Foi
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possivel comparar os cromatogramas pelos tempos de retencdo e as intensidades
das bandas cromatograficas entre os diferentes extratos etanolicos.

No cromatograma do extrato bruto das folhas (EEF) (Figura 4.A) foi possi-
vel observar majoritariamente as bandas cromatograficas com tempos de reten-
¢ao 7,705 10,23; 11,01; 12,95; e 13,12 minutos. Entre estas, destaca-se a banda
em 13,12 minutos, uma vez que esta é a banda de maior intensidade representan-
do um possivel composto majoritario.

A banda cromatografica em 12,95 minutos também é observada no croma-
tograma do extrato bruto das flores (EEL) (Figura 4.B) e representa o possivel
composto majoritdrio para a flor. Outras bandas também sao semelhantes entre
os extratos das folhas e das flores, como em 7,69; 10,77 e 14,62 minutos, entre-
tanto com diferentes intensidades.

O sinal com tempo de reten¢do em 7,70 minutos foi encontrado em todos
os cromatogramas (EEF, EEL, EEG e EES), sendo mais intenso e com maior re-
presentatividade no extrato bruto dos galhos (EEG) (Figura 4.C). Estes dados
indicam a presenca dos mesmos compostos em diferentes extratos.Os croma-
togramas de maior similaridade sdo do extrato bruto dos galhos e das semen-
tes (EEG e EES) (Figura 4.C e D), evidenciado pelas bandas cromatograficas
nos tempos de retengdo em 17,8; 19,11; 23,71 e 23,91 minutos.Destaca-seque
algumas bandas cromatograficas sio caracteristicas de determinada parte da
planta e ndo sdo observadas em nenhuma outra parte estudada. Exemplo disso
temos as bandas em 11,01 minutos do EEF (Figura 4.A) e 14,62 minutos do
EEG (Figura 4.C).
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Figura 4 (romatogramas dos exiratos efandlicos das diferentes partes da espécie
E. dysenterica obtidos por (G-EM. (Continua)
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Figura 4 (romatogramas dos exiratos efandlicos das diferentes partes da espécie
E. dysenterica obtidos por CG-EM. (Continuacdo)

Fonte: O autor.
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4 Consideracoes finais

Os resultados obtidos trouxeram indicios da presenca de diferentes classes
de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos etanélicos de E. dysenterica,
tais como flavonoides, terpenos e compostos glicosilados.O estudo fitoquimico
dos extratos particionados estd sendo realizado para o isolamento e caracteriza-
¢ao destes compostos, sendo que algumas substancias foram isoladas e estio em
fase de identificag¢ao estrutural.
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