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RESUMO

O cerrado possui um grande potencial vegetal, visto que diversos estudos tém
demonstrado as diversas atividades destas espécies. A familia Myrtaceae é, sem davida,
uma das mais importantes nas diferentes comunidades neotropicais e tem sido
frequentemente citada em estudos cientificos realizados em quase todas as formacdes
vegetais relacionadas ao bioma Cerrado. Dentre suas varias espécies, temos a Eugenia
punicifolia, Myrtaceae caracteristica da regido do Cerrado, tem demonstrado efeitos
colinérgicos, podendo ser utilizado como potencial inibidor da enzima
acetilcolinesterase. Uma alternativa em relacdo aos problemas da grande utilizacdo de
agrotoxicos no Brasil e suas consequéncias, seria 0 uso de inseticidas botanicos, visto
gue o pais possui um grande potencial fitoquimico. Os carbamatos e organofosforados
séo classes de inseticidas utilizadas em todo o mundo, e s&o inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima hidrolisa a acetilcolina (ACh), um
neutrotransmissor colinérgico, responsavel pela propagacdo de impulsos nervoso no
Sistema Nervoso Central. Desta forma, este projeto tem por objetivo analisar e
identificar o potencial quimico, antioxidante e atividade inibitoria do extrato de Eugenia
punicifolia sobre a enzima acetilcolinesterase. O efeito inibidor dessa enzima foi
avaliado a partir do método de cromatografia de camada delgada de forma qualitativa, e
0 método de microplaca para analise quantitativa, bem como as caracteristicas
fitoquimicas dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os extratos de
acetato de etila e metandlico das folhas de E. punicifolia demonstraram ter um elevado
potencial antioxidante, podendo ser justificado pela presenca de compostos fenolicos
analisados a partir do HPLC. Foi possivel identificar também um elevado potencial
inibidor no extrato de acetato de etila e um moderado potencial inibidor do extrato
metanolico, ambos em relacdo a acetilcolinesterase e, podendo ser sugerido como um

possivel inseticida botanico.

Palavras chave: acetilcolinestare, Antioxidante, Eugenia punicifolia.
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SANTOS, JOEMA RODRIGUES CARDOQOSO. Instituto Federal Goiano - Rio Verde
Campus - GO, March 2018. Chemical composition and antioxidant activities and
enzymatic inhibition of leaves of Eugenia punicifolia against acetylcholinesterase.
Advisor: Dsc. Paulo Sérgio Pereira. Co-orientator: DSc. Céssia Cristina Fernandes
Alves.

ABSTRACT

The cerrado has a great vegetal potential, since many studies have demonstrated the
diverse activities these species. The Myrtaceae family is undoubtedly one of the most
important in the different Neotropical communities and has been frequently cited in
scientific studies conducted in almost all plant formations related to the Cerrado biome.
Among its various species, we have Eugenia punicifolia, Myrtaceae characteristic of the
Cerrado region, has shown cholinergic effects, and can be used as a potential inhibitor
of the enzyme acetylcholinesterase. An alternative to the problems of the great use of
agrochemicals in Brazil and its harmful consequences would be the use of botanical
insecticides, since the country has a great phytochemical potential. Carbamates and
organophosphates are classes of insecticides used worldwide, and are inhibitors of the
enzyme acetylcholinesterase (AChE). This enzyme hydrolyzes acetylcholine (ACh), a
cholinergic neutrotransmitter responsible for the propagation of nerve impulses in the
Central Nervous System. In this way, this project aims to analyze and identify the
chemical potential, antioxidant and inhibitory activity of Eugenia punicifolia extract on
the enzyme. The inhibitory effect of these enzymes was evaluated by the qualitative
method of thin layer chromatography, and the microplate method for quantitative
analysis, as well as their phytochemical characteristics by High Performance Liquid
Chromatography. The ethyl acetate and methanolic extracts of E. punicifolia have been
shown to have a high antioxidant potential and can be justified by the presence of
phenolic compounds analyzed from HPLC. It was also possible to identify a high
inhibitory potential in the ethyl acetate extract and a moderate inhibitory potential of the
methanolic extract, both in relation to acetylcholine and can be suggested as a possible

botanical insecticide.

Key words: acetylcholine, Antioxidant, Eugenia punicifolia.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho justifica-se pela diversidade do Bioma Cerrado, frente a
inovagdo dos nossos langados no mercado. Verifica-se um grande potencial de
desenvolvimento de novos produtos e tecnologias, além da necessidade de referencial
bibliografico sobre a utilizacdo do potencial das espécies do Cerrado. O Cerrado que
ocupa 25% do territdrio brasileiro e € o segundo maior bioma da América do Sul,
perdendo em tamanho somente para a Floresta Amazonica (PROENCA, OLIVEIRA e
SILVA,; 2010). Diversas estimativas revelam que o Cerrado Brasileiro é uma das areas
de vegetacdo com um dos maiores indices de biodiversidade vegetal (LORENZI, 2000).
Conforme dados do Ministério do Meio Ambiente, ocupa uma area de 22% do territério
nacional, compreendendo areas pelos estados de Goias e Tocantins, Distrito Federal,
parte dos estados, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Piaui, Rond6nia (INSTITUTO CHICO MENDES, 2017).

Depois da Mata Atlantica, o Cerrado é o ecossistema brasileiro que mais
alteracBGes sofreu com a ocupa¢do humana sendo que nos Ultimos anos, contudo, a
expansao da agricultura e da pecuaria representa 0 maior fator de risco para o Cerrado
(WWF, 2017). Devido a crescente necessidade de valorizagdo e preservacdo das
espécies nativas, aliada a necessidade de novas fontes alternativas de nutrientes a custos
acessiveis, maiores esforcos tém sido feitos para estudar o potencial de varias espécies
do Cerrado (FERNANDES et al., 2012).

No contexto desse cerrado, encontram-se espécies pouco conhecidas e utilizadas,
como é o caso da Cereja do cerrado (Eugenia punicifolia). Ela é conhecida como um
pequeno arbusto que produz frutos ovalados e avermelhados, com leve sabor adocicado.
Alguns estudos j& apontam caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas referentes a esta
planta, tanto para folhas quanto frutos, indicando um elevado potencial para aplicagfes

bioldgicas e biotecnoldgicas a cereja do cerrado.

1.1. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae apresenta espécies nativas e exoticas de grande importancia
para o pais, as quais se distribuem em todas as formagdes brasileiras. O estudo da
distribuicdo geografica e a classificacdo taxonémica sdo de fundamental importancia
para ser utilizado como base em estudos cientificos, bem como a utilizagcdo das espécies

a nivel econdmico-comercial (SIQUEIRA et al., 2013).
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Entre as familias de plantas investigadas até 0 momento, uma das que apresenta
um enorme potencial fitoquimico é a familia Myrtaceae, dentro da ordem Myrtales,
compreende pelo menos 133 géneros e 3.800 espécies. Os géneros principais sao
Eucalyptus, Eugenia, Leptospermum, Malaleuca, Myrtus, Pimenta, Psidium e Syzygium
(STEFANELLO, PASCOAL e SALVADOR, 2011).

As espécies da familia Mytarceae fornecem muitos produtos valiosos, incluindo
madeira (Eucalyptus spp), 0leos essenciais e especiarias (por exemplo, Melaleuca spp),
e plantas horticolas (tais como Callistemon spp, Leptospermum spp) e frutas
comestiveis (como Eugenia spp, Myrciaria Spp. e Syzygium spp). Varios membros
desta familia sdo utilizados na medicina popular, principalmente como antidiarréico,
antimicrobiano, antioxidante, antireumatico e agente anti-inflamatorio e para diminuir o
colesterol no sangue (EBADOLLAHI, 2013).

1.2. Eugenia punicifolia (Cereja do Cerrado)

No cerrado encontra-se a Eugencia punicifolia, conhecida também como cereja
do cerrado. Da familia da Myrtaceae, de origem largamente distribuida em varios
ambientes, tais como restingas e Cerrados e na Regido Sudeste. Em relacdo ao cultivo, é
uma planta rustica, adapta-se a varios tipos de solo e climas e aprecia iluminagédo solar
direta. Normalmente é arbusto ou arvoreta de 1-4 m, de folhas muito variaveis no
formato (de oblongo a lanceoladas) e na cor (verde-claras a verde-escuras), como
observado na Figura 01, com floragdo exuberante que ocorre de agosto a outubro e
frutificacdo de novembro a janeiro, como identificado na Figura 02, sendo excepcional
planta melifera, além de 6tima ornamental. (MUNIZ, 2017). Grangeiro et al. (2006),
descreve a Eugenia punicifolia como sendo espécie de boa adaptacdo e com grande
potencial fitoquimico.
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Figura 2 — Frutos de Eugenia punicifolia (Cereja do Cerrado) — Fonte:Google Imagens,
2017.

S&o repetidas as referéncias populares verbais acerca da acdo hipoglicemiante de
Eugenia punicifolia, porém ndo foram encontrados estudos farmacologicos que
comprovassem cientificamente esse efeito (JORGE, AGUIAR e SILVA, 2000 e
BASTING, 2014).

Miresmailli e Isman (2014) relatam que esses vegetais apresentam em sua
composicdo metabdlitos secundarios (Figura 3) que tem sido usado no combate as
pragas, assim como este estudo objetiva com caracterizacdo quimica, a atividade

bioldgica e estudo frente & enzimas, para a Eugenia punicifolia.
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Figura 03 — Principais rotas do Metabolismo secundario
Fonte: Simdes, 2001.

A rota do &cido chiquimico é a responsavel pela produgdo de metabolitos especiais
como componentes fenolicos (DUARTE, 2012). Os flavonoides, por exemplo, séo
numerosa classe de polifendis encontrados em plantas, com propriedades antioxidantes.
A acdo antioxidante esta relacionada com a eliminagéo de radicais (KLEIN et al., 2016)

Maia, Zoghbi e Luz (2012) relataram que o 6leo essencial das folhas de Eugenia
punicifolia, coletadas em duas localidades diferentes da Amazonia, foram examinados
por GC e GC / MS, possuiam como componentes majoritarios o B-cariofileno (Figura
04), de 23,6-32,9%, também descrito em pesquisa de Junior, Pinto e Maciel (2005), e

mono- e sesquiterpenos em baixa porcentagem.

CHa
.

CH,

HyCm—
CH,
B-cariofileno
Figura 04. — Estrutura quimica do b-cariofileno
Fonte: JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005.
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Junior, Pinto e Maciel (2005), em seus estudos, descrevem ainda que 0s extratos
das folhas de Eugenia punicifolia possuem atividade bactericida, antitumoral e anti-

inflamatorio, entre outras atividades biologicas descritas em literatura.

1.3 Atividade antioxidante

Entre outras atividades, a Eugenia punicifolia é conhecida por possuir atividade
antioxidante. Os principais antioxidantes nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os
carotendides e o0s compostos fendlicos, especialmente os Flavonbides. Esses
antioxidantes absorvem radicais livres e inibem a cadeia de iniciagdo ou interrompem a
cadeia de propagacdo das reacOes oxidativas promovidas pelos radicais (SILVA et al.,
2012).

Os antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores dos
processos Oxido-redutores desencadeados pelos radicais livres. Frequentemente, o termo
“antioxidante” ¢ implicitamente restrito aos compostos inibidores da lipoperoxidagao.
Entretanto, podem ser definidos mais amplamente como substancias que, quando
presentes em baixas concentragcdes (comparadas a outras que oxidam um substrato),
previnem significativamente sua oxidagdo (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2000 e
MEZZA et. al., 2018).

Diferentes metodologias tém sido desenvolvidas para obter uma medicéo, seja
qualitativa ou quantitativa, da capacidade antioxidante de diversos compostos, sendo a
primeira, por exemplo, por CCD usando rutina como padrdo positivo de comparagdo, e
a segunda, monitorando-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras, tanto em
teste in vitro quanto testes in vivo utilizando culturas celulares. Dentre os testes in vitro
existentes, a capacidade de varredura do radical DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidrazil) vem
sendo cada vez mais utilizada (SPADA et al., 2008; DANI et al.2009; SCOLA et al.,
2010). O DPPH é um radical livre estavel que pode ser reduzido por um antioxidante,
resultando na perda de coloracdo que é determinada em 517 nm (YAMAGUCHI et al.,
1998; ESPIN et al., 2000; FUKUMOTO e MAZZA, 2000).

Por terem a possibilidade de provocar efeitos toxicologicos e até mesmo efeitos
carcinogénicos, o uso desses antioxidantes é limitado e tem-se observado uma busca por
antioxidantes de origem natural ou a substituicdo parcial os sintéticos, permitindo a
diminuicdo em produtos, sendo os mais citados: tocoferois, acidos fendlicos e extratos
de plantas. Em muitos estudos tém sido demonstrado o potencial dos 6leos essenciais e

de extratos, como antioxidantes de origem vegetal. No Brasil, BHA, BHT, PG e TBHQ
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sd0 0s antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos. A estrutura
fenolica destes compostos permite a doacdo de um préton a um radical livre,
regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de
oxidacdao por radicais livres. Dessa maneira, os derivados fendlicos transformam-se em
radicais livres. Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem promover ou
propagar reac6es de oxidacdo (RAMALHO, 2006).

1.4. Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima que pertence a familia das esterases, esta
localizada em fibras sensoriais, neurdonios motores, tecidos musculares condutores e
atua especificamente em locais que ocorre sinapses nervosas. Contém propriedades
cataliticas, dois sub-sitios, um esterasico e um sitio aniénico, e sua funcdo primordial é
(SHAH et al., 2016).

Ela se destaca dentre as colinesterases envolvidas nos mecanismos de
resisténcia, especifica do sistema nervoso central dos insetos, onde regula os niveis de
acetilcolina nos terminais nervosos catalisando a hidrolise deste neurotransmissor. Os
inseticidas organofosforados e carbamatos tém estruturas analogas a acetilcolina, ligam-
se covalentemente a um residuo de serina no sitio ativo da acetilcolinesterase, inibindo-
a por fosforilacdo e carbamilacdo, respectivamente, conduzindo a um acumulo de
acetilcolina nas sinapses o que causa a morte dos insetos por hiperexitacdo (KONO e
TOMITA, 2006).

Os resultados dos estudos de inibicdo da acetilcolinesterase permitem o
desenvolvimento de novos compostos naturais que substituam drogas sintéticas

(inseticidas, praguicidas, farmacos, etc) (MOTA et al., 2012).

1.5. Bioinseticidas

O controle de insetos tem sido realizado, quase exclusivamente, com a aplicacéo
de inseticidas convencionais, entre eles, piretrdide, neonicotindide, carbamato,
fenilpirazol e sulfona fluoralifatica (BRASIL, 2018), que podem provocar impactos ao

ambiente e a0 homem, além de acarretar consideravel aumento no custo da producéo
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agroflorestal nacional. Esses principios ativos vém sofrendo restricdes de governo e
orgaos certificadores de florestas plantadas (SANTQOS, 2013).

Desde modo, verifica-se a necessidade de desenvolver pesquisas para atender
essa demanda, como por exemplo, a obtencdo de 6leos essenciais e extratos vegetais
que apresentem efeito toxico a varios insetos. As substancias extraidas de compostos
naturais podem causar mortalidade de insetos, como observado com dleos de sementes
de citros, de extratos de mamonas e até Eucaliptos. Esses sesquiterpenos verificados
nestas pesquisas foram capazes de modificar a composicdo quimica de formigas, por
exemplo, prejudicando o reconhecimento entre elas, desencadeando comportamento de
alarme e de agresséo (MARINHO et al., 2008).

No contexto de busca por moléculas bioativas de plantas, varias abordagens
podem ser empregadas, tais como o fracionamento biodirecionado com ensaios
bioldgicos e também podem ser conduzidos fracionamentos ndo biodirecionados,
Entretanto, ambos ensaios apresentam algumas limitacbes, mas tem demonstrado

atividade bioldgica contra o controle de pragas satisfatoria (ALVES, 2014).

Destacam-se ainda os diversos produtos naturais provenientes de fontes vegetais,
que tem sido estudados e patenteados recentemente para o controle de pragas agricolas,
ressaltando as inimeras familias botanicas conhecidas por produzirem metabdlitos
toxicos a insetos, merecendo destaque, de estudos com vistas a avaliar o potencial de

plantas de vérias familias botanicas como inseticidas (XIE et al., 2013).
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo analisar e identificar a atividade quimica e inibitoria
dos extratos acetato de etila, metanolico e aquoso de Eugenia punicifolia se verificar a
atividade inibitoria sobre a enzima acetilcolinesterase, e atividade antioxidante do

mesmo.

2.2. Objetivos Especificos
e Preparar 0 extrato das folhas do material vegetal em diferentes polaridades
através de maceracdo com acetato de etila, metanol e agua, em diferentes
polaridades;
e Avaliar os parametros quimicos do extrato vegetal bruto;
e Identificar a atividade da enzima acetilcolinesterase e do potencial inibitorio dos
extratos sobre acetilcolinesterase;

e Verificar a atividade antioxidante dos extratos das folhas da Eugenia punicifolia.
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CAPITULO 1

COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE ACETATO DE ETILA,
METANOLICO, E AQUOSO DAS FOLHAS DE Eugenia punicifolia E
ATIVIDADE INIBITORIA ENZIMATICA DOS EXTRATOS FRENTE A
ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

RESUMO

A Eugenia punicifolia, também conhecida Cereja do Cerrado, € uma Myrtaceae
utilizada para tratar feridas e doencas infecciosas, além de ser utilizada em doencas
como reumatismo, artrite e acdo anti-inflamatoria. Na literatura, ja é possivel observar
relatos de identificacdo de taninos, flavonoides e terpenos. Os perfis quimicos das
espécies de Eugenia, de forma geral, demonstraram uma composi¢do quimica
diversificada com a presenca de flavonoides (quercetina, miricetina, canferol), taninos,
terpenos, sendo a-pineno, PB-pineno, P-cariofileno, espatulenol e limoneno os
componentes majoritarios Através de analises cromatogréficas, tanto por camada
delgada quanto por liquida de alta eficiéncia, pdde-se verificar a presenca de
Flavondides e acidos fendlicos nos extratos metandlico, de acetato de etila e aquoso. A
Eugenia punicifolia tem também demonstrado efeitos colinérgicos, podendo ser
utilizado como potencial inibidor da enzima acetilcolinesterase, verificado
experimentalmente neste trabalho. Desta forma, este projeto teve por objetivo analisar
quimicamente e identificar atividade inibitéria do extrato de Eugenia punicifolia sobre
as enzimas acetilcolinesterase, em diferentes polaridades, afim de sugerir uma futura
elaboracdo de um produto agroquimico, a base de fonte vegetal que substitua os
carbamatos e organofosforados, que s@o classes de inseticidas utilizadas em todo o

mundo, e também sdo inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE).

Palavras-chave: HPLC, acetilcolinesterase, Cereja do cerrado
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CHAPTER 1

CHEMICAL COMPOSITION OF METHANOL, ETHYL ACETATE AND
AQUEOUS EXTRACTS OF THE Eugenia punicifolia

ABSTRACT

Eugenia punicifolia, also known as Cherry of the Cerrado, is a Myrtaceae used to treat
wounds and infectious diseases, in addition to being used in diseases such as
rheumatism, arthritis and anti-inflammatory action. In the literature, it is already
possible to observe reports of identification of tannins, flavonoids and terpenes. The
chemical profiles of Eugenia species showed a diverse chemical composition with the
presence of flavonoids (quercetin, myricetin, canferol), tannins, terpenes, being o-
pinene, B-pinene, [-caryophyllene, spatulenol and limonene the most important
components were the Flavonoids and phenolic acids in the methanolic, ethyl acetate and
aqueous extracts. Eugenia punicifolia has also demonstrated cholinergic effects, and can
be used as a potential inhibitor of the enzyme acetylcholinesterase, verified
experimentally in this work. In this way, this project aimed to analyze chemically and
identify the inhibitory activity of the Eugenia punicifolia extract on the
acetylcholinesterase enzymes, in different polarities, in order to suggest a future
elaboration of an agrochemical product, the vegetal source base that replaces the
carbamates and organophosphates , which are classes of insecticides used worldwide,

and are also inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase (AChE).

Keywords: HPLC, acetylcholinesterase, Cerrado cherry
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1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae apresenta espécies nativas e exoticas de grande importancia
para o pais, as quais se distribuem em todas as formacdes brasileiras (SIQUEIRA et al.,
2013). No Brasil a familia Myrtaceae, possui entre 3500 a 5000 espécies, onde
apresenta uma grande diversidade de espécies desta familia, a qual se inclui o género

Eugenia.

Dentro do genero Eugenia, a Eugenia punicifolia, popularmente conhecida como
cereja do cerrado, € uma espécie que pertence a familia Myrtaceae, sendo os frutos
pequenos e arredondados, com cor vermelho-alaranjado, ricos em carotenoides e

vitaminha C e podem ser consumidos in natura.

Existem também estudos sobre o potencial da cereja do cerrado e suas folhas.
Eugenia punicifolia (Kunth) DC, é uma das plantas medicinais tradicionais inexploradas
do Brasil; e sdo popularmente usadas em infusdes aquosas como um agente terapéutico
natural para tratar inflamacdo (MAIA et al., 2001), febre (CHAVES e BARROS, 2012;
SILVA, 1998), diabetes (MAIA et al., 2001; LEITE et al., 2010) e em infiltracdes
alcoolicas para o tratamento de feridas e doencas infecciosas (OLIVEIRA et al., 2005).
Estudos fitoquimicos realizados com o género Eugenia demonstraram a ocorréncia de
muitas classes de constituintes, incluindo flavonoides, taninos, terpenoides e 6leos
essenciais (OLIVEIRA et al., 2006; GALENO et al., 2014).

Para analise de constituintes de extratos, Nunes e Ribeiro (2008) descrevem a
cromatografia como uma técnica de separacdo especialmente adequada para ilustrar 0s
conceitos de interagdes intermoleculares, polaridade e propriedades de funcOes
organicas, com uma abordagem ilustrativa e relevante. Os métodos cromatograficos sao
utilizados para separar misturas contendo duas ou mais substancias ou ions, e baseiam-
se na distribuicdo diferencial dessas substancias entre duas fases: uma das quais é
estacionéria e a outra, movel (FONSECA E GONGCALVES, 2004). Atualmente as
diferentes modalidades de cromatografia sdo responsaveis por mais de 70% das anélises
em Quimica Analitica (AQUINO NETO E NUNES, 2003).

A cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel é uma das técnicas mais

utilizadas para a separacdo e elucidacdo de produtos naturais, sendo amplamente
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empregada para o controle de qualidade analitica de matérias-primas vegetais e
fitoterapicas (CESAR et al., 2007).

A Cromatografia de liquidos de alta eficiéncia - High Performance liquid
Chromatography (HPLC), segundo Skoog et al. (2014), é um tipo de cromatografia que
combina a fase movel liquida e uma fase estaciondria muito finamente dividida e
aplicacdo pode ser escolhida com base na solubilidade e na massa molecular do analito.
Argenton (2010), relata que a cromatografia é uma das mais importantes analises
quimicas, e ressalta que a importancia da Cromatografia liquida de alta eficiéncia
devido a sua velocidade, poder de resolucdo, manuseio de pequenas gquantidades de
amostra (10— 10™°g) e pela simplicidade da técnica.

Portanto, este trabalho teve por objetivo de elucidacdo da composicdo quimica dos
extratos acetato de etila, metandlico e aquoso de Eugenia punicifolia e analisar a
atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase frente aos extratos da Eugenia

punicifolia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Material botanico

As folhas de Eugenia punicifolia, foram durante o més de fevereiro de 2017, sendo
coletadas no municipio de Goiania sob a latitude 16° 68’ 175 S e longitude 49° 24’
581” W e identificadas pelo herbario do IF-Goiano Campus Rio Verde, com o nimero
de deposito 256. Foram armazenadas em sacos de papel kraft, apos secarem por 7 dias

ao ar livre

2.2.0btencéo do extrato bruto

Para preparacdo do extrato foliar de Eugenia punicifolia em acetato de etila, foram
utilizadas folhas previamente moidas, até obter um pé fino. Inicialmente, as amostras de
de folhas moidas foram transferidas para frascos erlenmeyer de vidro com capacidade
para 3 L, e cada amostra foi homogeneizada em 1 L de acetato de etila (ACOEt). As
amostras foram mantidas em repouso em temperaturas de 20 a 25°C por 24h. Apdés este

periodo, as amostras foram filtradas e as solugdes obtidas entdo rotaevaporadas
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(rotaevaoporador rotativo Tecnal, TE 210), sendo o extrato foliar bruto em acetato de
etila reservado em frasco de vidro. O processo de repouso, filtragem e rotoevaporacao
foram repetidos por mais duas vezes para cada amostra. Apés a terceira filtragdo, as
amostras foram individualmente homogeneizadas em 1 L de metanol. Estes materiais
foram mantidos por 24h em repouso, filtrados e rotaevaporados para obtencdo do
extrato foliar bruto metandlico. Conforme foi realizado para o extrato de acetato de
etila, o metanol obtido ap0s a rotaevaporacdo tambem foi incorporado as amostras
foliares, sendo repetido por duas vezes o processo de repouso, filtragem e

rotaevaporacao.

Os extratos foliares de acetato de etila e metandlico foram mantidos em capela de
exaustdo de gases até a massa dos extratos pesada ser constante. Foram, posteriormente,
liofilizados e armazenados em geladeira, aguardando a sua utilizacdo nos ensaios

bioquimicos e fracionamento.

2.3. Fracionamento do extrato metandlico

Para o fracionamento dos extratos, solubilizou 10g do extrato metanélico em 20 mL
de metanol em banho maria, centrifugou-se em 1000 rpm, e a por¢do sobrenadante (10
mL) foi retirada e aplicada na coluna cromatografica (45 cm x 5,5 cm) empacotada com
Sephadex LH20. Utilizando como fase movel o metanol, obtendo o esgotamento do
material na coluna apés 47 frascos de 20 mL, e as fracBes foram liofilizadas e
caracterizadas de acordo com o perfil quimico em CCDC, e reunidas em 4 fragcdes —
FRM1, FRM2, FRM3, FRM4 - e por ainda conter extrato, 200 mL de metanol foi
adicionado a coluna e coletou-se o conteddo em dois recipientes e denominado Fracéo
Reunida Metanolica (FRRM1 e FRRM2).

2.4 Fracionamento do extrato de acetato de etila

O extrato acetato de etila foi fracionado por um método classico de adsorcao
molecular, cromatografia em coluna. Foi utilizada Silica Gel60 0,063-0,2mm
(MACHEREY-NAGEL) como fase estacionéria, coluna de 5 x 25 (didametro x altura) e

solventes hexano, acetato de etila, metanol e etanol em diferentes concentragdes como
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fase movel. A coluna foi preenchida com 1509 de silica e para homogeneizar, 3 g do
extrato seco foi utilizado em 500 mL da solucdo hexano: acetato de etila 8:2. Apds
preparada, parte desta foi utilizada para montar a coluna. Por ordem crescente de
polaridade, 200 mL de cada uma das solu¢des, foi adicionada a coluna (hexano:acetato
de etila 7:3, hexano: acetato de etilal:1 e acetato de etila: metanol 95:5). O volume
morto foi de 200 mL. As fracdes foram coletadas em 47 frascos de aproximadamente 20
mL, denominadas 1 a 47. As fracGes foram liofilizadas e caracterizadas de acordo com o
perfil quimico em CCDC, e reunidas em 3 fracdes — FRAL, FRA2, FRA3, e por ainda
conter extrato, 200 mL de hexano:acetato foram adicionados a coluna e coletou-se o
conteldo em um Unico recipiente e denominado Fracdo Reunida de Acetato de etila
(FRRAL).

2.5. Fracionamento do extrato aquoso

Apos a obtencdo dos extratos bruto, metanolico e de acetato de etila, o material
obtido apos fracionamento , por ultimo, foi adicionada dgua (1000 mL — 3x) , por 24
horas, e utilizou-se 3 recipientes, onde procedimento foi repetido 3x. Os extratos foram
filtrados em papel de filtro e concentrados em evaporador rotatério. Em seguida foram
liofilizados e armazenados na geladeira até a sua utilizacdo nos ensaios bioldgicos e

fracionamento.

2.6. Caracterizacgao do perfil quimico

As fracOes obtidas foram caracterizadas por CCDC (Cromatografia de Camada
Delgada Comparativa), em placas de silica gel, usando como revelador reativo de
vanilina sulfarica (0,5g de vanilina + 45 mL de etanol P.A 99,8% + 5 mL de &cido
sulfurico P.A). Foram utilizadas as fracdes, adotando a escolha de 3 e 3, nas seguintes
condigdes: placas de silica gel (10 x 20 cm) para fase movel BAW (n-butanol, &cido
acético e agua 4:1:5, fase superior) e para a fase movel hexano:acetato de etila 7:3.
Foram reveladas com reativo de vanilina, colocadas sobre manta para aquecimento e
visualizadas por lampadas de UV (254 e 365 nm). O solvente ainda presente nas fracdes
foi evaporado. As fracdes reunidas de acordo como o perfil fitoquimico observado para
extrato metandlico (FRM 1, FRM 2, FRM 3, FRM 4, FRRM1 e FRRM2) e extrato
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acetato de etila (FRA 1, FRA 2, FRA3 e FRRA1). Ao método com Fast Blue B em
CCDC, foram submetidas as fracdes reunidas, e verificadas as que apresentaram maior

inibicdo ao teste para posterior analise em microplaca de 96 pocos.

2.7. Analise dos extratos bruto por HPLC

A avaliacdo dos extratos brutos foi realizada por meio de HPLC (Cromatografo
liquido acoplado ao detector de arranjo de diodo), tanto para extratos foliares de acetato
de etila, metandlico e aquoso. As amostras foram dissolvidas e filtradas para analise em
Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia - comparativa (Shimadzu®), nas condices:
Coluna reversa (4,6 x 250mm), fase mével MeOH:H,O (&cido acético 0,1%). Os
solventes utilizados na eluicdo serdo: A - dgua + &c. acetico (0,1%), B — metanol. O
tempo total de corrida proposto de 40 minutos. Como padrdes foram utilizados Rutina
0,5 e 0,05 mg/mL, Isovitexina, KAQL 0,25 mg/mL, Quercitrina, Miricetina, Acido
galico, Acido ferrulico, Acido rosmarinico, Acido clorogénico e 4cido elagico.

2.8. Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD) — Atividade de inibicéo

qualitativa

Apos esse procedimento, a caracterizagdo de inibidores de acetilcolinesterase foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Marston et al, (2002), utilizando-se
a enzima acetilcolinesterase (500 U) dissolvida em 75mL de tampdo Tris-HCL 0,05 M
(pH 7.8), sendo adicionado albumina de soro bovina (BSA) (75 mg) a solucdo para
estabilizacdo da enzima (solucdo preparada). As amostras preparadas anteriormente da
fracdo de acetato de etila e metanolica das folhas de E. punicifolia foram aplicadas em
placas de CCDC (5 x 10 cm, Si250F®) com fase moveis: Hexano:AcOEt (7:3),
Cloroférmio:Metanol (9:1) e BAW (n-butanol:acido acético:agua, 4:1:5).

Apos a secagem das placas eluidas, elas foram borrifadas com a solugdo estoque da
enzima e secas novamente, seguindo-se a incubacdo, em que as placas foram mantidas
em camara climatizada a 37 °C por 20 minutos, para estabilizacdo da enzima. Para a

deteccdo da enzima, solucdes de 1-acetato de naftila (25 mg) em etanol (10mL) (A) e



32

sal Fast Blue B (100 mg) em &gua destilada (40mL) (B), foram utilizadas (solucdes ja
preparadas). Logo apos a incubacdo, 1 mL da solucdo A e 4 mL da solucdo B foram
misturadas e borrifadas na placa, para a observacdo de halos brancos de inibicdo apos
10 minutos. Este teste se baseia na clivagem pela acetilcolinesterase do 1 acetato de
naftila, para formar o 1 naftol, o qual reage com o sal Fast Blue B, para dar a coloragéo
purpura de diazbnio e tem por vantagem oferecer rapido acesso a informacgdes sobre a
atividade e a localizacdo da atividade relacionada a planta, pois os constituintes
separados podem ser diretamente detectados nas placas de CCDC, uma vez que as
regides da placa que contém inibidores da acetilcolinesterase aparecem como marcas
brancas no fundo purpura (MARSTON et al., 2002).

2.9. Solugdes do extrato vegetal

O extrato bruto e fragbes utilizadas no teste de inibicdo foram preparados em
metanol ou acetato de etila, de acordo com o solvente ao qual foi macerado para a
obtengdo do extrato bruto. Sendo utilizadas 7 concentracGes, a solucdo final foi de
20pg/mL, e as demais concentra¢des foram obtidas a partir de diluicdo seriada (4, 2. 1,
0,5, 025, 0, 125, 0,0625)

2.10. Ensaio da atividade enzimatica da acetilcolinesterase

O ensaio in vitro da atividade da acetilcolinesterase foi realizado em microplacas de
96 pocos adaptado a partir do método desenvolvido por Ellman (1961). A enzima
hidroliza o substrato acetiltiocolina resultando na producéo de tiocolina, que reage com
0 DTNB para produzir 2-nitrobenzoato-5-mecaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que
pode ser detectado na absorbancia de 405 nm. A leitura da placa foi realizada na leitora
Elisa. Foi realizado o controle do solvente metandlico e acetato de etila para ver se o
mesmo interferia na inibicdo, ambos ndo possuem resultados significados para a

inibicdo enzimatica da acetilcolinesterase.

2.10.1. Inibidor

Adicionou-se na microplaca 88uL de tampéo fosfato 0,1M (pH 7.5), 2uL do

inibidor e 10uL da enzima e levados a B.O.D por 10 minutos a 25°C. ApGs esse tempo
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foi adicionados nos pogos mais 70 pL de tampdo fosfato 0,1M (pH 7.5), 10 pL de
DTNB, 25 uL ACTI e levado por 60 minutos na B.O.D.

2. 10.2. Branco do Inibidor

No branco do inibidor foi adicionado 98 pL de tampéo fosfato 0,1M (pH 7.5), 2
uL do inibidor e levados a B.O.D por 10 minutos a 25°C. Apo6s esse tempo, foram
adicionados nos pocos 70 pL de tampdo fosfato 0,1M (pH 7.5), 10 puL de DTNB, 25 puL
ACTI e levado por 60 minutos na B.O.D.

2. 10.3. Enzima (acetilcolinesterase do Electrophorus electricus 5U Sigma®)

Para o controle da Atividade 100% da enzima 160 pL de tampéo fosfato 0,1M
(pH 7.5), 10 pL da enzima, 10 pL de DTNB, 25 pL ACTI e levado por 60 minutos na
B.O.D.

2.10. 4. Branco da enzima

Para o branco da enzima foram adicionados 170 pL de tampéo 0,1M (pH 7.5),
10 pL de DTNB e 25uL de ACTI, levado por 60 minutos na B.O.D.

2.11. Andlises dos resultados da inibicdo enzimatica da acetilcolinesterase
2.11.1. Controle positivo

Para controle positivo de inibicdo acetilcolinesterase foi utilizado o inibidor
eserina, também conhecido como fisostigmina. A curva dose-resposta para eserina foi
construida a partir da concentracdo de 20ug/mL realizada diluicbes seriadas obtendo 6
concentragfes. A curva de inibicdo foi obtida plotando a % de inibicdo versus o
logaritmo da concentragdo de eserina. Os parametros de regressdo nao linear foram
tracados para cada curva e os valores de IC50 foram obtidos utilizando o software

Sigmaplot.
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2.11.2 Determinacdo da porcentagem de inibicdo

As porcentagens de inibi¢&o sobre as enzimas foram calculadas comparando-se a
absorbancia das amostras (ensaio contendo extrato + enzima+ ACTI + DTNB) com o
controle da enzima (ensaio contendo tampdo + enzima + ACTI + DTNB). Os valores
correspondentes a absorbancia da enzima forneceram o referencial da atividade maxima
da enzima utilizada, para a realizacdo dos experimentos, ou seja, refere-se a capacidade
méaxima da enzima para a formacdo dos produtos a partir dos seus substratos, tendo sido
considerada a atividade da enzima igual a 100%. Dessa forma, as porcentagens de
inibicdo das amostras foram calculadas de acordo com a seguinte equacdo: % inibicdo =
[(C-A) x 100]/C), em que: C representa a absorbancia do controle da enzima, subtraida
do branco da enzima e A representa a absorbancia da amostra subtraida do branco do
extrato (extrato vegetal + ACTI + tampédo + DTNB).

2.12. Constante de KI

A constante de dissociagéo (Ki) foi obtida através das analises dos resultados da
inibicdo enzimética da acetilcolinesterase, das fragdes e extrato bruto metanolico e
acetato de etila. Os dados foram ajustados na equacéo de (Ki) e aplicados ao programa
software Sigmaplot 10.0, com a média de trés repeticdes (n=3) * desvio padrdo da
média. Dessa forma o valor de (Ki) pode ser determinado com valor de significancia p<
0.05.

2.13. Andlise estatistica

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de trés
repeticdes (n=3) + desvio padrdo da média. O limite de significancia para todas as
andlises estatisticas foi de p< 0.05, aplicado pelo teste Tukey, e todas as analises foram

realizadas usando o programa Sisvar Versao 5.6 Build 86.
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3. RESULTADOS

3.1. Analise quimica

O perfil quimico dos extratos foi caracterizado por Cromatografia Camada Delgada
(CCDC). Os extratos metanolico e de extrato acetato de etila obtiveram rendimento
49,9045 g e de 72,3312 g, respectivamente. Sabe-se que 0s extratos vegetais sdo
constituidos por substancias de diferentes classes de produtos naturais e fungdes
quimicas. A caracterizagdo quimica destas substancias pode ser realizada utilizando de
diferentes estratégias e metodologias. Peres (2002) salienta que a polaridade do solvente
devera ser de acordo com a substancia que se deseja separar. Portanto, as substancias
polares e de pesos moleculares elevados quantitativamente sdo as extraidas
principalmente nestes em metanol e agua, pois eles arrastam 0s compostos de mesma
polaridade. J& o Acetato de etila, por ter polaridade moderada, extrai substancias de
média polaridade. Para caracterizar estes extratos, Sd0 necessarias técnicas
cromatograficas, bem como reaces quimicas e enzimaticas, as quais foram realizadas
por CCDC.

3.2. HPLC

Através dos cromatogramas dos extratos brutos em acetato de etila (AcOEt),
metandlico (MeOH) e aquoso (Aq), da espécie Eugenia punicifolia pode-se verificar, a
presenca de flavonoides, segundo as Figuras 01, 02 e 03, podendo relaciona-los através
dos padrfes de miricetina (pico em 25,1 min), rutina (pico em 26,2 min) e quercitrina
(28,6 min) e ainda sugerir a presenca de acidos fenolicos, uma vez que podem ser
relacionados com os padrdes (&cidos: galico (5,8 min), ferrdlico (21,7 min), rosmarinico
(24,8 min), clorogénico (14,4 min) e acido elagico (27,9 min)). Para o extrato de AcOEt
pode correlacionar com padrdo da Miricetina (25,1 min). Arumugam (2014), relata em
sua pesquisa com extrato de folha da Myrtaceae - Syzygium malaccense (L.), a
identificacdo da miricetina, usando técnicas de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) e cromatografia liquida-espectrometria de massa (LCMS) como o
principal composto bioativo presente no extrato. Por outro lado, em menor proporc¢éo,
foi identificado o acido galico, o que pode ter contribuido para suas atividades

antioxidantes, demonstradas neste estudo.
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Figura 01 — Cromatograma e espectrograma do Extrato de Acetato de Etila
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Figura 03 — Cromatograma e espectrograma do Extrato Bruto Metandlico.

Segundo Campideli (2017), as espécies de Eugenia apresentam uma composicao
quimica diversificada, como relatos na literatura da presenca de terpenos, derivados
flavonoidicos (quercetina, metoxiquercetina, miricetina) e outros fenolicos como

chalconas, taninos e flavonas. Para a E. punicifolia, seus extratos, MeOH e de AcOet,
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podem-se relacionar com os padroes de Miricetina e também Acido Elagico. As
espécies de Eugenia apresentam uma composi¢do quimica diversificada, como relatos
na literatura da presenca de terpenos, derivados flavonoidicos (quercetina,
metoxiquercetina, miricetina) e outros fenodlicos como chalconas, taninos e flavonas.
Oliveira et al. (2013), realizou estudo fitoquimico das folhas de Eugenia malaccensis L.
(Myrtaceae), relatou a presenca de compostos fendlicos presentes nesta Myrtaceae,
coletada em Samoa (Oceania), e levou ao isolamento de quatro flavonoides: catequina,
mearnsitrina (4’-O-metil-miricetina-3-O-a-L-ramnose), quercitrina (quercetrina 3-O-a-
L-ramnose) e miricitrina (miricetina 3-O-a-L-ramnose), esta demonstrado na figura 04,
corroborando com os resultados encontrados na anélise dos extratos metandlico e de

acetato de etila da E. punicifolia.

Figura 04 — Molécula da Miricetina (Crenelab, 2018).

A Miricetina € um flavonoide encontrado em muitas frutas, legumes, ervas, bem
como outras plantas, que tem propriedades de antioxidante e antitumoral. Como
flavonoide, possui absor¢do na regido do ultravioleta-visivel, devido ao cromdforo
benzeno, e segundo Pavia et al. (2010), e através da ressonancia entre as ligagdes duplas
dos anéis. Os espectros de flavonois exibem duas bandas de maior absor¢céo na regido
de 240-400 nm. A regido das bandas de absor¢do caracteristicas para flavonoides sdo
apresentadas na Figura 05, mostra o espectro de absor¢do do flavonol miricetina-3-O-
ramnosideo, substancia da classe dos flavonoides, encontrado no trabalho de Campideli

(2017), com experimento com trés espécies Eugenia.
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Figura 05 — Representacdo das bandas de absorcdo do anel A e B da molécula de
miricetrina (CAMPIDELLI, 2017).

O extrato metandlico, pode-se relacionar ao padrdo de Rutina (Figura 06) e
Quercitrina, corroborando com estudos de Reynertson et al. (2008), que trabalhou com
extratos metanolicos de 14 espécies de frutas da familia Myrtaceae, Eugenia aggregata ,
E . brasiliensis , E . luschnathiana , E . reinwardtiana , Myrciaria cauliflora , M . dubia
, M. vexator , Syzygium cumini, S . curranii, S . jambos, S . javanicum, S . malaccense
, S . samarangense , e S . samarangense var. Taiwan rosa e pode verificar um teor
significativo dos padrbes de cianidina 3-glucosido, delfinidina 3-glucdsido, acido
elagico, kaempferol, miricetina, quercetina, quercitrina e rutina, método quantificado
por HPLC-PDA, sugerindo assim, a presenca de flavonoides, acidos fdlicos em
Myrtaceaes. Sabe-se que, os fendlicos, em plantas, sdo essenciais no crescimento e
reproducdo dos vegetais, além de atuarem como agente antipatogénico e contribuirem

na pigmentacéo.
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Figura 06 — Molécula de Rutina (COMMOS, 2018).

No estudo de Oliveira et al. (2006), verificou-se o isolamento e identificacdo de
5,7,3'4"5'-penta-hidroxi-flavonol, 5,7,3',5'-tetra-hidroxi-4'-metoxi-flavono, acido 3,4,5-
tri-hidroxibenzoico e acido 3-acetil-urs-12-en-28-6ico das folhas e da casca do caule
género Eugenia, corroborando com os resultados desta pesquisa. Coutinho, Muzitano e
Costa (2009), destacam os grupos fendlicos como mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural, quando se trata de Flavonoides ou Bioflavonoides.
Essa classe de metabolitos secundarios € amplamente distribuida no reino vegetal. Sdo
encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em
seus produtos de preparagdo, tais como os chas e vinhos. Assim como demonstrado na
Figura 07, a flavona apresenta um nucleo caracteristico C6-C3-C6, sendo

biossintetizados a partir das vias do acido chiquimico e do &cido acético .

Figura 07 — Molécula da Flavona.

Em estudos de Colla et al. (2012), verificou-se, em ensaio de inflamacéo das

vias aéreas, foi observado que o flavonoide isoquercitrina (quercetina-3-O-3-D-
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glucopiranosideo), também apresentou atividade anti-inflamatdria, juntamente com
quercetina. Dessa forma, sugere-se que estes flavonoides possuem potencial promissor

no desenvolvimento de uma nova terapia antiasma.

Comparando outros artigos na literatura relataram atividades bioldgicas a partir
de extratos, Oleos essenciais e compostos isolados da E. punicifolia, o 6leo essencial
mostrou atividade antibacteriana promissora contra Staphylococcus aureus (Magina et
al.,, 2009). O extrato bruto das folhas demonstrou uma atividade antioxidante
interessante, provavelmente relacionada ao conteudo fendlico e flavondide (Magina et
al., 2010), e também exerceu um efeito semelhante ao antidepressivo no teste de

suspensdo da cauda em camundongos (COLLA et al., 2012).

Pode-se verificar os cromatogramas e espectros de UV para os extratos de
acetato de etila, aquoso e metandlico (Figuras 5, 6 e 7), que foram comparados aos
padrdes de Rutina, Quercitrina e Miricetinha, demonstrados em Apéndice (Apéndice A,
B, e C).

Alguns flavondides como miricetina, quercetina e rutina, bem como outros
compostos fendlicos como catequina , galocatequina e acido galico foram identificados
por PIETROVSKI et al. (2008), que também registrou triterpenos tais como a-amirina,
B-amirina, betulina, acido 29-hidroxi-oleandlico, acido ursélico , &cido betulinico e
acido oleanolico a partir de suas folhas de Eugenias (FRIGHETTO et al., 2005;
MAGINA et al., 2012; LIMA et al., 2014). Além disso, em estudos sobre os frutos da
Eugenia punicifolia, foram identificados alguns compostos fendlicos, tais como
antocianinas, flavanois, flavondis, elagitaninas e carotenoides, utilizando técnicas que
incluem HPLC-ESI-MS / MS (REYNERTSON et al., 2008; FLORES et al., 2012;
SILVA et al.,, 2014; TEIXEIRA et al., 2015). A maioria das substancias acima
mencionadas provaram atividades antiinflamatérias e outras bioldgicas (Di Carlo et al.,
1999; Huguet et al., 2000; Magina et al., 2009b).

Considerando o uso popular desta espécie Eugenia , atividade antioxidante e
atividade anti-inflamatéria relatada, este estudo pode sugerir varias aplicacfes aos
extratos da Eugenia punicifolia e pelo seu potencial quimico.
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Atraveés do perfil quimico de cada fracdo, realizou a unido delas, transformando
0s extratos metandlicos em 4 fracdes e os de acetato de etila em 3 fracdes, para a
continuacdo do método de fracionamento e purificacdo. Através da CCDC, notou-se a
presenca do composto absorvidos sob a luz UV, sendo o flavonoide observado na luz
UV 365nm. Halos brancos podem ser observados na figura 08, indicativo de inibi¢do da
acetilcolinesterase, realizada, primeiramente, com extratos brutos — aquoso (1),

metandlico (2) e de acetato de etila (3), nesta ordem.

Figura 08 - CCDC de inibicéo da acetilcolinesterase em relagéo extratos brutos
aquoso, metanolico e de acetato de etila da espécie Eugenia punicifolia.

As manchas brancas nas placas de CCDC sdo observadas devido a reacdo da
enzima em converter o acetato a-naftil em a-naftol, o a-naftol ird reagir com fast blue B
salt, tornando a placa em uma coloracdo purpura, enquanto que os inibidores da enzima

acetilcolinesterase comegcam a formar os halos brancos (SAIKAT et a.l, 2015).

Se houver inibigdo da acéo Acetilconeterase - AChE, ndo acontece a hidrolise da
ACh nas sinapses, provocando grande acimulo anormal de ACh, conduzindo a grande
estimulacdo que leva a alteragcbes comportamentais, asfixia, hiperatividade e finalmente
a morte. Durante o envenenamento agudo, o Sistema Nervoso Parassimpatico, juncdes
musculares e o Sistema Nervoso Central sdo afetados (SANTOS, 2009), conforme
Figura 009.
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Figura 09. CCDC inibicdo enzimatica Fast Blue B. - Espécie de Eugenia punicifolia.
Fases Moveis: A- Hexano:AcOEt (7:3), B — CHCI3:MeOH (9:1) e C — BAW;
Revelador: AChE/Naftila/Sal Fast Blue B. Amostras: Extrato bruto aquoso (1), FRRM1
(2), FRRM 2 (3), Extrato Bruto metandlico(4), FRML1 (5), FRM2 (6), FRM3 (7), FRM4
(8), Extrato Bruto Acetato de etila (9), FRRA 1 (10), FRAL (11), FRA2 (12) e FRA3
(13).

Atraveés da andlise da placa cromatografica, pode-se verificar a presenca de halos
brancos, sugerindo entdo a inibicdo da enzima acetilcolinestare pelos extratos de acetato
de etila e metandlico das folhas de Eugenia punicifolia. Porém, ndo se pode sugerir para

0 extrato aquoso, visto que para 0 mesmo néo foi observada a acdo desta enzima.

De acordo com Vinutha et al., (2007), espécies vegetais com acao inibitdria
maior que 50 % sdo analisados como potentes inibidores da acetilcolinesterase, e
valores entre 30 & 50% sdo classificados com atividade a moderada. Atividade de
inibicdo menores que 30 % sdo avaliados como baixa atividade inibitoria.
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A partir dos extratos bruto de acetato de etila e metanolico pode-se afirmar que a
espécie Eugenia punicifolia é uma potente espécie inibidora de AChE e, ainda sugerir,
que esta capacidade pode estar relacionada com a presenca dos acidos fendlicos e dos
flavonoides identificados por CCDC e HPLC, justificando a avaliacdo do potencial
inibitorio destes extratos, pelo teste de 96 pocos. De acordo com as Figuras 10 e 11, 0s
extratos metandlicos e de acetato apresentaram uma significativa inibicdo da
acetilcolinesterase, podendo ser considerado em potente inibidor, diferindo

significativamente entre as amostras e concentragdes analisadas.
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Figura 10. Porcentagem de inibicdo dos extratos Metandlicos de Eugenia punicifolia
sobre a enzima acetilcolinesterase. Os valores foram expressos em média de triplicata. a
e b: diferenga significativa entre os extratos. A, B, C, D: diferenca significativa entre as
concentragOes de cada extrato, p< 0.05 teste Tukey.
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Figura 11. Porcentagem de inibicdo do extrato acetato de etila sobre a enzima
acetilcolinesterase. Os valores foram expressos em média de todas as doses em
triplicata. a e b: diferenca significativa entre os extratos, p< 0.05 teste Tukey.

A inibicdo enzimatica ocorre quando moléculas chamadas inibidores interferem
com a catalise, interrompendo ou diminuindo as reacfes enzimaticas. Para a figura 10,
verifica-se a porcentagem de inibicdo do extrato metandlico com significativa inibicdo a
partir da dose de 0,3125 pg/mL. Eles se diferem, significativamente entre si, e entre
eles, onde a maior porcentagem de inibicdo entre as amostras é verificada na

concentracdo de 4 mg/mL, relativamente proporcional ao aumento da concentracao.

Trabalhos de Pacual et at. (2012), determinaram produtos naturais, com
atividade farmacoldgica e efeitos colinérgicos da Eugenia punicifolia (Myrtaceae),
corroborando com estudos de Grangeiro et al. (2006), que constataram efeitos dos
extratos de E. punicifolia sobre neurotransmissdo colinérgica na placa terminal do
musculo Frénico nervo-diafragma preparagdo, aumentando a neurotransmissao mediada

por receptores nicotinicos para acetilcolina , corroborando com os dados deste estudo.

As diferentes concentragdes dos extratos de Acetato de etila da E. punicifolia
também foram avaliadas sobre a enzima acetilcolinesterase. Os resultados mostraram
que todos os extratos de acetato e suas concentracdes avaliadas (0,0135 a 4 pg/mL)

dessa espécie vegetal foram capazes de influenciar a acdo da enzima, j& em pequenas
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concentragOes (0,3125 pg/mL), visualizadas na Figura 11 e demonstraram inibigcdo
relevante acima de 70 %. A inibicdo da acetilcolinestare frente as amostras de extrato
metandlico e de acetato de etila diferiram significativamente, em todas as
concentragdes. Ainda foi observado, uma leitura ndo significativa na amostra de 2
Hg/mL de extrato metanolico, diferindo dos resultados observados em curva, sendo o

possivel erro atribuido a diluicdo do extrato proposto.

Segundo Vinutha et al. (2007), espécies vegetais apresentam inibicdo de AChE
séo classificadas em: potente (> 50% de inibig¢&o), moderada (30 a 50% de inibicdo) e
baixa atividade inibitoria (< 30% de inibicdo), permitindo assim, a sugestdo dos extratos
de acetato de etila e de metandlico (concentracdo superior a 0,3125 pg/mL) como
potentes inibidores de AChE.

Em virtude disso, em andlises de inibicao, substancias que apresentem inibicdo
igual ou superior a 50%, calcula-se IC50 (concentracdo necessaria para 50% de
inibicdo) que é definido como a concentracdo de um inibidor requerido para reduzir
50% da atividade enzimética. Obtém-se o valor de IC50 a partir do gréfico de
percentagem de inibicdo versus log na base 10 da concentracdo do inibidor, realiza-se
uma regressdo linear e os valores encontrados na equagdo, como pode ser visualizado

nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12. IC50 do extrato metanolico da Eugenia punicifolia.
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Figura 13. IC50 do extrato de acetato de etila da Eugenia punicifolia.

Nas respectivas figuras 12 e 13 € possivel verificar a representacdo do IC50 da
atividade anticolinesterasica dos extratos metandlico e de acetato de etila da Eugenia
punicifolia, graficos de percentagem versus log na base 10 da concentragdo do inibidor.
Foi encontrado 1C50 para o extrato bruto de acetato de etila de 1,18 pg/mL e para o
extrato bruto metandlico de 1,68 pg/mL, diferindo de Aradjo (2017) em 30,1% para
acetato de etila e em 1,22% para metandlico. Apesar da diferenca significativa, pode-se
dizer ainda que extratos metandlicos, os resultados de Aradjo (2017) corroboraram os
obtidos nesta pesquisa.

Balkis et al. (2015), em ensaios de inibicdo de AChE (p maior que 0,05),
apresentou IC50 de kaemoferol, queretina, miricetina e baicalein valores 0,8730 pg/mL,
1,1278 pg/mL, 1,2570 pg/mL pg/mL e 1,0674, respectivamente. Segundo o autor,
inibicdo menos acentuada de flavonoides com ordem de eficidcia comegando com a
pigenina, perlagonidina, cianidina, Galato de epigalocatequina, crisina, galangano,

melvidina, definidina e baohuside.
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4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a partir dos extratos bruto, metandlico e acetato de etila e
aquoso da espécie Eugenia punicifolia possui um considerdvel potencial antioxidante,
podendo relacionar esta atividade a presenca dos acidos fendlicos e dos flavonoides
(miricetina, rutina e quercitrina) identificados por HPLC. Sugere-se, para trabalhos
futuros com a cereja do cerrado, anélises mais especificas em relacdo ao potencial

quimico, como Ressonancia Magnética Nuclear, a fim de quantificar este potencial

A partir dos extratos acetato de etila, Metanolico, e aquoso pode-se afirmar que a
espécie Eugenia punicifolia é uma espécie inibidora de AChE e que possui um potencial
inibitério se deve as baixas concentragdes de IC50 encontradas. Sugere-se novas
analises de purificagdo devem ser realizadas a fim de reduzir interferentes das misturas
de compostos e garantir resultados com maior confiabilidade sob 0 modo de inibicdo
enzimatica. Sugere-se também novos testes a fim de estabelecer o potencial in vivo dos
extratos de E. punicifolia frente a espécies animais, e possivel aplicacdo e

desenvolvimento de um inseticida botanico.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS
METANOLICO E DE ACETATO DAS FOLHAS DE Eugenia punicifolia

RESUMO

As plantas da familia da Myrtaceae tem sido investigadas no Brasil e demonstraram
atividades antimicrobiana, bactericida, fungitdxica, citotoxica, anticonvulsivante e
antioxidante. Entre os antioxidantes mais abundantes estdo os compostos fendlicos,
presentes nas plantas e estdo relacionados, principalmente, com a protecdo, conferindo
alta resisténcia a microrganismos e pragas. Quando observada uma elevada atividade
antioxidante, pode-se correlaciona-la a processos de inibicdo do risco das doencas
cardiovasculares e podem atuar sobre o estresse oxidativo, relacionado com diversas
patologias crénico-degenerativas, como o diabetes, o cancer e processos inflamatérios.
A Eugenia punicifolia, ¢ uma Myrtaceae, também considerada uma espécie frutifera
nativa do cerrado. As folhas de E. punicifolia sdo popularmente utilizadas, por meio de
infusdo, como agente antidiarreico, depurativo do figado, anti-inflamatério, anti-
pirético, antisséptico das vias urinarias. Devido ao potencial desta planta, este trabalho
teve por objetivo avaliar teor de compostos fenolicos e o potencial antioxidante da
Cereja do cerrado. Os extratos da Eugenia punicifolia foram avaliados perante a
atividade antioxidante em Cromatografia em Camada Delgada, de forma qualitativa e
pelo consumo do radical estavel DPPH, de forma quantitativa. Os resultados foram
relevantes, tanto para extrato de acetato de etila quanto para extrato metandlico. Ambos

extratos também apresentaram atividade fendlica.

Palavras-chave: antioxidante, fendlicos, Cereja do cerrado
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CHAPTER 2

ANTIOXIDANT ACTIVITY AND TOTAL PHENOLS OF THE LEAVES OF

Eugenia punicifolia

ABSTRACT

Myrtaceae have been investigated in Brazil and have demonstrated antimicrobial,
bactericidal, fungitoxic, cytotoxic, anticonvulsive and antioxidant activities. Among the
most abundant antioxidants are the phenolic compounds present in plants and are
mainly related to protection, conferring high resistance to microorganisms and pests.
When a high antioxidant activity is observed, it can be correlated to the processes of
inhibition of the risk of cardiovascular diseases and can act on the oxidative stress,
related to several chronic-degenerative pathologies, such as diabetes, cancer and
inflammatory processes. Eugenia punicifolia, is a Myrtaceae, also considered a fruitful
native species of the cerrado. The leaves of E. punicifolia are popularly used, by means
of infusion, as antidiarrheal, depurative agent of the liver, anti-inflammatory,
antipyretic, antiseptic of the urinary tract. Due to the potential of this plant, this work
had the objective of evaluating the antioxidant potential and phenolic compounds of
Cerrado cherry. It was evaluated in relation to the antioxidant activity in Thin Layer
Chromatography, qualitatively and by the consumption of the stable radical DPPH,
quantitatively. The results were significant for both ethyl acetate extract and methanolic

extract. Both also presented phenolic activity.

Key words: antioxidant, phenolics, cherry of the cerrado
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1. INTRODUCAO

Os antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores dos processos
Oxido-redutores desencadeados pelos radicais livres. Frequentemente, o termo
“antioxidante” é implicitamente restrito aos compostos inibidores da lipoperoxidacéo.
Entretanto, podem ser definidos mais amplamente como substancias que, quando
presentes em baixas concentragcdes (comparadas a outras que oxidam um substrato),
previnem significativamente sua oxidagdo (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2000)
(OLIVEIRA, 2015).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica, como representado na Figura 01. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou seqiestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacédo
como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel

aromatico presente na estrutura destas substancias (SCOLA et al., 2010)

l ] ‘

0
Figura 01 — Nucleo fundamental dos Flavondides (DUARTE, 2014).

Diferentes metodologias tém sido desenvolvidas para obter uma medicdo, seja
qualitativa ou quantitativa, da capacidade antioxidante de diversos compostos, tanto em
teste in vitro quanto testes in vivo utilizando culturas celulares. Dentre os teste in vitro
existentes, a capacidade de varredura do radical DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidrazil) vem
sendo cada vez mais utilizada (SPADA et al., 2008; DANI et al.2009; SCOLA et al.,
2010). O DPPH € um radical livre estavel que pode ser reduzido por um antioxidante,
resultando na perda de coloracdo que é determinada em 517 nm (YAMAGUCHI et al.,
1998; ESPIN et al., 2000; FUKUMOTO e MAZZA, 2000).

Em funcdo dos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes

sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com
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atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacéo
entre eles (SOUZA et al., 2007).

Compostos quimicos que possuem atividade antioxidante geralmente sdo aromaticos
e contém pelo menos uma hidroxila. Podem ser sintéticos como o butil hidroxianisol
(BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela industria de
alimentos. Os naturais, denominados substancias bioativas, incluem organosulfurados,
os fendlicos (tocoferois, flavonoides e acidos fendlicos), os terpenos, carotendides e o
acido ascoérbico que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos (OLIVEIRA et
a.l, 2007).

Evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante de vegetais
se deve, principalmente, a seus compostos fendlicos, encontraram uma correlacdo
significativa e positiva (r2 = 0,66, p < 0,05) entre a atividade antioxidante e conteudo de
fenais totais em vegetais da dieta asiatica (ROSSATO, 2010).

Com base nessas informagdes, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade

antioxidante das folhas de Eugenia punicifolia (cereja do cerrado).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material botanico

As folhas de Eugenia punicifolia, foram durante o més de fevereiro de 2017, sendo
coletadas no municipio de Goiénia sob a latitude 16° 68 175” S e longitude 49° 24’
581” W e identificadas pelo herbario do IF-Goiano Campus Rio Verde, com o nimero
de deposito 256. Foram armazenadas em sacos de papel kraft, apds secarem por 7 dias

ao ar livre.

2.2.Preparo dos extratos
Os extratos foram preparados com as folhas de E. punicifolia, que foramao ar
livre e moidos em moinho. O material moido foi extraido por maceragdo por 24 horas
acetato de etila ACOET (1000 mL — 3x), o metanol (1000 mL — 3x), e por Gltimo a dgua
(1000 mL — 3x), em 600 g da amostra, utilizou-se 3 recipientes, o procedimento foi
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repetido 3x. Os extratos foram filtrados em papel de filtro e concentrados em
evaporador rotatorio. Em seguida deixados em capela até a evaporacdo do solvente.
Apos isso, foram liofilizados e armazenados na geladeira até a sua utilizacdo nos

ensaios antioxidantes e de fenois totais.

2.3.Andlise qualitativa da atividade antioxidante

Os extratos foram analisados por CCD usando rutina como padréo positivo de
comparagdo. As placas foram eluidas em CHCI; / MeOH (9:1) e CHCI; /MeOH/H, O
(65:30:5) e, apbs secagem, foram nebulizadas com solucdo a 0,4 mmol/L do radical
DPPH em MeOH,. As placas foram observadas até o aparecimento de manchas

amarelas sob fundo de coloragdo purpura, indicativo de possivel atividade antioxidante.

2.4. Analise quantitativa da atividade antioxidante pela captura de

radicais livres com o teste de DPPH.

As atividades de eliminagdo dos extratos de acetato de etila e metandlico contra
os radicais DPPH foram determinadas de acordo com o método descrito por Nguyen et
al. (2017), adaptado a um leitor de microplacas. Um volume de 100 uL de cada amostra
(concentracao do extrato de 50 mg/mL) foi misturado com 100 uL de solugdo de DPPH
2 x 10™ M, e a partir desta concentracéo foi feita a de 25mg/mL, posteriormente 25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125 mg/mL e 1,5625 mg/mL. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente na auséncia de luz durante 30 min e a reducédo dos
radicais DPPH foi quantificada utilizando um espectrofotobmetro UV-Visible
(VersaMax Tunable ™ - Molecular Devices - Sunnyvale, CA, EUA) com A = 550 nm.
O controle foi conduzido da mesma maneira, exceto que foi utilizada agua destilada em
vez de amostra. Uma menor absorbancia da mistura reacional indica uma atividade de
eliminacdo de radicais DPPH mais elevada.

. A atividade de eliminacdo de radicais DPPH foi medida utilizando a Equagéo 1

Absorbanciacontrole—Absorbanciagmostra

Eliminagdo do radical DPPH (%) =

%100 Eq. (1)

Absorbanciacontrole
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2.4.Determinacao de fenois totais

A determinacdo do teor de fenois totais presentes nas amostras de extrato
metandlico das espécies estudadas foi feita por meio de espectroscopia na regido do
visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu, com modificacbes, adaptadas a um
leitor de microplacas. O extrato metandlico (100 mg) foi dissolvido em metanol,
transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume final
foi completado com metanol. Uma aliquota de 7,5 mL desta solucéo foi transferida para
um baldo volumétrico de 50 mL; esta segunda solucdo teve seu volume acertado
novamente com metanol. Uma aliquota de 100 pL desta ultima solucao foi agitada com
500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 1 min; passado este
tempo 2 mL de Na, CO3z a 15% foram adicionados a mistura e agitada por 30 s.
Finalmente, a solucdo teve seu volume acertado para 10 mL com agua destilada. Apds 2
h, a absorbancia das amostras foi medida a 750 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo
como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. O teor de fendis totais
(FT) foi determinado por interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibragdo construida com padrdes de acido gélico (10 a 350 ug/mL) e expressos como
mg de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extrato. A Equacédo da curva de
calibracdo do acido galico foi C = 809,0200A+5,0827, onde C é a concentragdo do
acido gélico, A é a absorbancia a 750 nm e o coeficiente de correlacdo R = 0,999. Todas

as analises foram realizadas em triplicata.

2.6. Andlise estatistica

Andlise de variancia (ANOVA) e comparagcOes parciais de Tukey foram
realizadas com um nivel de confianga de 95% (0=0,05). Os experimentos foram

realizados em triplicata e os dados foram relatados como média + desvio padrao.
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3. RESULTADOS

3.1.Anélise de Fendis Totais

Os resultados de Fenois totais, pode-se verificar que para o extrato de
acetato de etila, os valores de fenélicos 1,08 ou 108 + 10 de AGE.100g™ de extrato e
para 0 extrato metanélico de 0,78. ou 78 + 10 de AGE.100g™ de extrato. Comparando
com os resultados obtidos em frutos de Eugenia punicifolia, pode-se considerar que a
mesma apresentou elevadas concentragcdes de compostos fendlicos totais (327 £ 10 mg
de AGE.100g™ de polpa ou 390 + 15 mg de ATE.100g™ de polpa).

Em relacdo a mesma familia, a E. calcyna, apresentou menores concentracfes
de teores de fendlicos totais, entre 4,9 e 7,2 de AGE.100g™ e a E. dysenterica CFT/TC
entre 15,9 e 22,5 de AGE.100g™"; indicando a provavel presenca de compostos fenélicos

simples, como os &cidos fendlicos, ou taninos hidrolisaveis (OLIVEIRA et. al., 2014).

Comparando os resultados de folhas com extratos de polpas de Eugenia
punicifolia, a acetona a 70 % foi o melhor solvente extrator de compostos fendlicos para
a maioria das frutas analisadas do que o metanol utilizado para as folhas , fornecendo
teores significativamente mais elevados e melhor precisao de resultados em relagcdo aos
demais solventes avaliados; excecdo para a extracdo de fendlicos totais em jaracatia
com etanol a 95 % e extragédo de taninos condensados em Guapeva com etanol a 95 %,
que sdo de familias diferentes e em cagaita a extracdo com metanol, que é da mesma
familia da cereja do cerrado, descritos em literatura. Os resultados finais obtidos com o
solvente de eleicdo indicam que as frutas nativas do cerrado avaliadas neste estudo sao
boas fontes de compostos fenélicos (90 a 327 mg de AGE.100g™ de polpa) se
comparadas com a polpa de outras frutas normalmente consumidas, tais como maracuja,
abacaxi e cupuacu (20,0 a 21,7 mg de AGE.100g™), goiaba (83 mg de AGE.100g™) uva
e acaf (117,1 a 136,8 mg de AGE.100g™), morango (203-223 ATE.100g™), amora-preta
(241,7 AGE.100g™), ou manga (544,9 mg de AGE.100g™") (KUSKOSKI et al., 2006;
FERREIRA et al., 2010). Canuto et al. 2010 encontraram teores de compostos fenolicos
totais entre 0,3 e 3,5 mmol.L™" de AGE em frutas da Amazénia, sendo que algumas
polpas, como a de acerola (3,5 mmol.L™ de AGE) e a de acai (2,5 mmol.L™ de AGE)
apresentaram elevado potencial antioxidante associado (ROCHA et al. 2010) em sua
pesquisa preconiza que as plantas da Amazonia, de maneira geral, apresentam potencial

antioxidante e fenélico, em seus extratos de folhas e de polpas. E observado em seus
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resultados, com polpa de Eugenia, Eugenia dysenterica e E. punicifolia, os teores de
compostos fendlicos totais variaram entre 90 e 327 mg de &cido galico, conforme Curva
Padrdo de Acido Galico (Apéndice D), equivalente por 100g de polpa (ROCHA et al.
2010).

Para Everette et. al., (2010), os compostos fenolicos presentes nas plantas
estdo relacionados, principalmente, com a protecdo, conferindo alta resisténcia a
microrganismos e pragas e na maioria dos vegetais, os compostos fendlicos constituem
0s antioxidantes mais abundantes. Rocha et. al. (2011), correlaciona a elevada atividade
antioxidante com papel importante nos processos de inibicdo do risco das doencas
cardiovasculares e podem atuar sobre o estresse oxidativo, relacionado com diversas
patologias crénico-degenerativas, como o diabetes, o cancer e processos inflamatorios,
destacando a importancia da funcdo dos antioxidantes no organismo humano.

3.2.Andlise de Atividade Antioxidante em CDD — Analise Qualitativa

A avaliacdo preliminar qualitativa dos extratos brutos por CCD em gel de
silica, revelada com solucdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH, sugeriu a
existéncia de substancias com atividade antioxidante, evidenciadas nas cromatoplacas
pela presenca de manchas amarelas sobre fundo purpuro, resultantes da reducdo do

radical DPPH, como pode ser observado na Figura 02.
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Figura 02 - CDD da Atividade Antioxidante dos Extratos de Eugenia punicifolia
(1- Extrato Metanolico; 2 — Extrato de Acetato de Etila. Padrdo: Rutina)

3.3.Analise de Atividade Antioxidante por DPPH

Para quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos acetato de etila e

Metanélico das folhas de Eugenia punicifolia optou-se pelo método de DPPH.

Os teores de atividade antioxidante para Extrato Metandlico da Eugenia punicifolia
podem ser visualizados na Tabela 1, onde verifica-se que em concentracdo de 25
mg/mL, o extrato metanolico apresentou melhor capacidade de eliminacéo dos radicais
livres pelo método de DPPH (94,95 + 0,08), porém, ndo diferenca significativa se a
concentracdo de extrato for dobrada, ndo justificando o uso da concentracdo de 50
mg/mL, Mostrou-se comparavel aos controles positivos rutina (CE50=27,80 + 1,38 g/
mL) e acido galico (CE50=24,27 + 0,31 pug/mL), podendo ser verificado na Tabela 01.

Tabela 01 — Tabela de Atividade antioxidante das concentragdes de 50 mg/mL, 25
mg/mL. 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125mg/mL, 1,625mg/mL do extrato metanélico da

Eugenia punicolia

Amostra EM (mg/mL ) Atividade Antioxidante (%)
50 91,55 + 0,492
25 94,95 + 0,082
12,5 90,62 + 0,182
6,25 74,42 + 0,028
3,125 57,41 + 0,122
1,5625 41,27 £ 0,102

*Diferentes letras indicam diferenca significativa (p <0,05. Teste t)

Segundo Oliveira et al. (2007), em literatura estudada, verifica-se a atividade
antioxidante e antiflngica correlacionado ao tipo de compostos fenolicos presentes em
uma ampla variedade de vegetais. Para o extrato bruto das folhas de Eugenia
punicifolia, em estudo de Sousa et al. (2007), verificou-se atividade sequestradora de
radical livre com EC50 = 2.538 pug/mL que € a concentracdo de extrato necessaria para
causar 50% de atividade antioxidante, essa concentragdo é alta se comparada com
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antioxidantes comerciais como o acido ascorbico (IC50=2,15 pg.mL1 ) e o BHT
(IC50=5,37 ug.mL-1 ). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
serd a sua EC50 e maior a sua atividade antioxidante, corroborando com os resultados

obtidos para o extrato metandlico do presente estudo.

Oliveira et al. (2007), verificou a atividade antioxidante para diversos extratos
vegetais de polpas de frutas como laranja e limdo apresentaram os maiores potenciais de
inibicdo do processo oxidativo do estudo, e ainda assim, menor que a atividade

antioxidante da E. punicifolia, na menor concentracdo analisada (1,5625 mg/mL).

Segundo MENSOR et al. (2001), o IC50 de 38,91 ug.mL™ do extrato vegetal
de Ginkgo biloba L. qualifica-o como um extrato de alta atividade antioxidante, pois
apresenta a mesma magnitude que o EC50 de diversas plantas reconhecidamente
antioxidantes como a erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.). Isso demonstra que o
oleo essencial de E. punicifolia apresenta uma baixa atividade antioxidante quando

comparado com o extrato de G. biloba.

Ja para atividade antioxidante do extrato de acetato de etila, verificou-se
valores diferentes significativamente dos valores encontrados em extrato metanolico,
demonstrados na Tabela 02, onde pode ser observado, uma menor atividade
antioxidante. Isto pode ser justificado pelo tipo de classe de compostos arrastados pelo

solvente acetato de etila, por mesma polaridade.

Tabela 2 — Tabela de Atividade antioxidante das concentracdes de 50 mg/mL, 25
mg/mL. 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125mg/mL, 1,625mg/mL do extrato de acetato de
etila da Eugenia punicolia

Amostra EA (mg/mL) Atividade Antioxidante (%0)
50 43,1+ 0,09
25 41,83 +0,05?
12,5 40,61 +0,06°
6,25 33,48 +0,17°
3,125 21,99 +0,012

1,5625 18,39 *+ 0,062
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*Diferentes letras indicam diferenca significativa (p <0,05. Teste t)

Como o método eleito para as andlise é o do DPPH, pode-se verificar que este
baseia-se no descoramento de uma solucdo cor violeta de um radical livre estavel
quando da adicdo de substancias que podem ceder um &tomo de hidrogénio
(MARKMAN et al., 2004), ou seja, baseia-se na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para um oxidante. Tal metodologia utiliza quantidades
relativamente elevadas de reagentes, padrdes e amostras. Dentre esses, estd 0 DPPH, um
reagente de elevado custo. Além disso, apresentam limitacGes em relacdo ao numero de
analises simultaneas passiveis de serem realizadas, devido & necessidade de leitura das
absorbancias apds tempo determinado (DUARTE et al., 2006).

Para tanto, o método utilizado foi adaptado para que a leitura a absorbancia fosse
realizada em Elisa, e ndo em Espectofotdmetro, permitindo que a analise tivesse uma
reducdo do gasto do reagente DPPH, e curva de calibracdo de DPPH foi construida no
Microsoft Excel a partir das absorbancias em 515 nm das solu¢Ges de DPPH e suas
respectivas concentracdes. A equacdo de reta y = 0,0105x — 0,0065 e R2 = 0,9996,
foram empregadas para o célculo de % DPPH. XXs - Atividade antioxidante das
concentragfes de 50 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL. 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL,
3,125mg/mL, 1,625mg/mL do extrato de acetato de etila da E. punicolia, assim como

descrita na Figura 03.
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Figura 03 — Grafico de Atividade antioxidante das concentra¢es de 50 mg/ mL, 50
mg/mL, 25 mg/mL. 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125mg/mL, 1,625mg/mL do extrato de
acetato de etila da Eugenia punicolia

Levando-se em consideracdo a andlise estatistica dos dados de atividade
antioxidante em todas as concentracdes testadas, aplicando-se ANOVA e teste de

Tukey, verificou-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua EC50 e
maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007). Segundo MENSOR et al.,
(2001) 0 IC50 de 38,91 pg.mL™ do extrato vegetal de Ginkgo biloba. qualifica-o como
um extrato de alta atividade antioxidante, pois apresenta a mesma magnitude que o
EC50 de diversas plantas reconhecidamente antioxidantes como a erva-mate (llex
paraguariensis A. St.-Hil.). 1sso demonstra que o extrato vegetal de E. punicifolia
apresenta uma baixa atividade antioxidante quando comparado com o extrato de G.
biloba.

4. CONCLUSAO

Pode verificar que tanto para extrato de acetato quanto para extrato metandlico
de Eugenia punicifolia, tem-se resultados significativos, e condizentes com a literatura,

podendo ser sugerido como um elevado potencial antioxidante e de teor de fenois.
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CONCLUSAO GERAL

A partir do estudo quimico e potencial da Eugenia punicifolia, cereja do
cerrado, foi possivel identificar parametros de atividades bioldgicas e enziméticas
importantes. Pode-se afirmar que, os extratos de acetato de etila, metanolico e aquoso
possuem acidos fendlicos e de flavonoides, além de um elevado potencial antioxidante e

fendlico, para os extratos de acetato e metanolico.

Os extratos de acetato de etila e metandlico também foram testados em
relacdo a atividade inibitoria, para a enzima acetilcolinesterase, e mostrou elevado
potencial inibitorio (ambos extratos acima de 80%) e IC50 entre 1,18 1 1,68, podendo
sugerir assim, aplicagdes biotecnoldgicas para estes extratos de Cereja do cerrado, como
a utilizacdo dos mesmos como potencial inseticida orgéanico. Verifica-se também, a
necessidade da continuacdo das pesquisas, bem como sugere-se ensaios in vivo, para

verificacdo do potencial da Eugenia punicifolia.
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APENDICES

APENDICE A — Cromatograma e Espectrograma do Padr&o Rutina (0,5 mg/mL)
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APENDICE B — Cromatograma e Espectrograma do Padrio Miricetina
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APENDICE C — Cromatograma e Espectrograma do Padrdo Quercitrina
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APENDICE D - Curva Padrdo Acido Gélico (ROCHA et al. 2010).
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