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“HA METAFISICA BASTANTE EM NAO PENSAR EM NADA”
(Alberto Caeiro)

“Passa uma borboleta por diante de mim
E pela primeira vez eu reparo

Que as borboletas nao t€ém cor nem movimento,
Assim como as flores nao t€ém perfume nem cor.

A cor € que tem cor nas asas da borboleta,

No movimento da borboleta 0 movimento € que se move,
O perfume € que tem perfume no perfume da flor.
A borboleta € apenas borboleta

E a flor € apenas flor.”

(Alberto Caeiro)



RESUMO

A familia Myrtaceae apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo, preferencialmente, nas
zonas tropicais e subtropicais, € € considerada uma das mais importantes familias da flora
brasileira em funcdo da larga ocorréncia de espécies comestiveis e/ou usadas na medicina
tradicional. Eugenia jambolana Lam. é conhecida no Brasil como jamboldo, e € de grande
interesse pelas aplicagdes medicinais, especialmente de suas folhas e frutos, no tratamento da
diabetes.

O trabalho tem como objetivo a investigacdo fitoquimica das folhas e frutos de E.
Jjambolana monitorado por testes para detec¢do de atividade potencialmente antioxidante,
através dos métodos de descoramento do f-caroteno e seqiiestro do radical DPPH.

Folhas e frutos da planta em estudo foram coletados na Faculdade de Ciéncias e Letras
— UNESP/CAr. Foi obtido o extrato etandlico das folhas que foi particionado com solventes
de diferentes polaridades. Para a obtencdo do extrato bruto dos frutos (casca e polpa) foi
utilizado MeOH (1% HCI).

O estudo fitoquimico das folhas através de técnicas cromatograficas usuais
(cromatografia em coluna, CLAE e cromatografia em contra corrente de alta velocidade)
resultou no isolamento de dois flavondides que apresentaram atividade antioxidante em ensaio
com solugdo de p-caroteno. Os flavondides isolados foram identificados como 4’-O-
ramnopiranosideo-3’,5,5’,7-tetraidroxi-flavona (1) e miricetrina (2).

Andlises em CLAE-DAD das fracdes provenientes do extrato bruto das frutas
evidenciaram a presenca de trés antocianinas majoritdrias € uma minoritaria, que foram
detectadas por andlises de CLAE-DAD e CLAE-MS, e em comparagdo com dados da
literatura, proporcionou a identificacdo das mesmas como cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-
glucosideo, cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-(6’’-acetoil)-glicosideo. As fra¢des FrX-4,
FrX-442, FrX-452 e FrX-5 foram foram avaliadas frente ao radical livre DPPH apresentaram
forte atividade seqiiestradora de radicais livres, os valores de 1Csy foram 0,065, 0,45, 0,038 e
0,044 rng.mL'1 respectivamente. O resultado obtido mostrou que as fracdes analisadas t€m
atividade antioxidante bem maior que o padrdo rutina, sugerindo que, possivelmente os

extratos de E. jambolana poderdo ser usados como agente quimiopreventivo.

Palavras chaves: jamboldo, Eugenia jambolana, antioxidante, flavondides, antocianinas.



ABSTRACT

The Myrtaceae family is widely distributed and occurs, mostly, in tropical and
subtropical areas. It is one of the most important families of the Brazilian flora owing to the
wide occurrence of edible species and/or species used in the traditional medicine. Eugenia
Jjambolana Lam. is known in Brazil as jambolao and is of great interest for its folk medicinal
applications, especially of their leaves and fruits, in the treatment of diabetes.

Leaves and fruits of this species have been collected at UNESP (University Campus).
The ethanol extract of the leaves was partioned with organic solvents and the crude extract of
the fruits (skin and pulp) was obtained with acidified methanol (1% HCI).

The phytochemical study of the leaves extract using chromatographic techniques
(column chromatography, TLC, HPLC and HSCCC) resulted in the isolation of two
flavonoids which presented strong antioxidant activity in the TLC assay using [-carotene
solution as revealing agent. The isolated flavonoids have been identified as 4’-O-
ramnopyranoside-3',5',5,7-tetrahydroxy-flavone (1) and myricetrin (2). Their strong
antioxidant activity could be related with the presence of hydroxy groups in ring B which
provides increased stability to the radical formed after donation of a hydrogen radical, and
also the presence of the a,f-unsaturated carbonyl moiety on C ring..

HPLC-DAD analyses of the fractions obtained from the crude extract of the fruits
evidenced the presence of three major anthocyanins and a minor one, which been identified
by analyses of HPLC-DAD and HPLC-MS data, and comparison with literature. They were
identified as cyanidin-3-xyloside, cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-rutinoside and cyanidin-3-
(6"-acetoyl)-glucoside. Anthocyanin-rich fractions were evaluated for their free radical
scavenging activity towards the stable free radical DPPH and evidenced stronger activity
when compared to standard compound rutin. These results suggest a possible use of the E.

Jjambolana extracts or semipurified fractions as chemopreventive agents.

Keywords: jamboldo, Eugenia jambolana, antioxidant, flavonoids, anthocyanins.
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1 INTRODUCAO

O estudo quimico de organismos vivos, como plantas e organismos marinhos, vem
crescendo a cada dia, visto a importancia das substancias encontradas na descoberta de novos
agentes terapéuticos para o homem.

H4 muito tempo os produtos naturais sdo utilizados na cura de doencgas do corpo.
Cerca de 400 anos antes de Cristo, Aristételes, o pai da medicina, ja dizia “deixe o alimento
ser sua medicina e a medicina ser seu alimento”.

Os alquimistas, benzedores, curandeiros e xamas sao conhecedores do poder curador
das plantas encontradas na natureza, essa sabedoria foi conquistada através da heranca do
conhecimento e da observacdo do comportamento de animais e, claro, sempre preservando o
cardter magico, mitico e ritualistico. Os alquimistas tinham trés objetivos principais:
transformar qualquer metal em ouro, obter o elixir da longa vida e criar o homunculo (vida
humana artificial). O elixir da longa vida seria um remédio universal, que curaria todos os
males, além de proporcionar a longevidade a quem o tomasse.

A veracidade das propriedades terapéuticas dos vegetais pode ser comprovada através
de estudos realizados em laboratérios, com técnicas que envolvem o isolamento de

substancias e testes para a avaliacdo do potencial ativo dos extratos ou substancias.
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1.1 Metabolismo

Num organismo vivo ocorre um conjunto de reacdes quimicas no interior das células
denominado metabolismo, que, nos vegetais, pode se dividir entre primario e secundadrio,
dependendo da func¢do a ele designada. Metabolismo primdrio € o conjunto de processos que
desempenham as fungdes essenciais, como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de
solutos. J& no metabolismo secunddrio sdo sintetizadas substincias que a principio, nao
possuem funcdo essencial. Porém, sdo essas substincias as responsdveis pela protecdo do
vegetal de diversos fatores. Com isso, o metabolismo secundério acaba exercendo um papel
importante na interacdo das plantas com o meio ambiente, ou seja, representa uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente circundante, por tanto, sua sintese € frequentemente
afetada por condi¢des ambientais. (PERES, 2007; DI STASI, 1996; GOBBO-NETO &
LOPES, 2007).

Dentre os fatores ambientais que influenciam o conteido dos metabdlitos secundarios
pode-se citar a sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento da planta, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes (macro € micronutrientes), altitude,
poluicdo atmosférica e indug¢do por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos. Assim
sendo, a constancia de concentracdes de metabolitos secundérios praticamente nao existe. Em
plantas medicinais, outros fatores como condicdes de coleta, estabilizacdo e estocagem
também podem ter grande influéncia (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secunddrios: terpenos, compostos

fendlicos e alcaldides, suas vias biossintéticas sdo mostradas na figura 1.
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Figura 1: Principais vias do metabolismo secunddrio e suas interligacdes (SIMOES et al, 1999; PERES, 2007).
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1.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico. Sdo responsaveis pelo
sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais. Essa classe de substincias é responsdvel pela
protecao das plantas contra os raios ultravioletas, insetos, fungos, virus e bactérias. A protecao
contra a fotodestrui¢ao proporcionada por esses compostos € devida as suas propriedades de
absorver ou dissipar a energia solar, principalmente devido a sua extensdo de conjugacao.
Quimicamente dizendo, sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromético no qual
ao menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila (PERES, 2007; GOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

Para a formagdo biossintética dos compostos fendlicos ocorre a combina¢do de uma
unidade de 4dcido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste. O dcido
chiquimico é formado pela condensagio alddlica de dois metabélitos da glicose (SIMOES et
al, 1999).

H4 varios relatos na literatura apontando os compostos fendlicos como substancias
potencialmente ativas frente a testes quimicos e bioldgicos indicando que essa classe de
substincias € totalmente promissora na descoberta de novos farmacos. Eles sdo geralmente
encontrados e ingeridos pelo homem através de alimentos origindrios de plantas.

Em sua composi¢do, o vinho tinto possui misturas de polifendis, principalmente
antocianinas e flavan-3-6is, além de outros fendlicos como o resveratrol e o dcido galico. A
espécie encontrada em maior quantidade € o flavan-3-ol, em suas formas oligoméricas e
poliméricas (procianidinas) que representam 25-50% do total de fendlicos constituintes
(CORDER et al, 2006). Corder e colaboradores (2006), em seu trabalho, identificaram as
procianidinas, que sdo taninos condensados, como sendo o principal polifenol vasoativo
presente nos vinhos tintos, através da avaliacdo da dilatacdo dos vasos sanguineos e a
conseqiiente supressdo da sintese da endotelina-1, um peptideo capaz de constringir os vasos
sanguineos.

Flavonéides, taninos, antocianinas e outros constituintes fendlicos possuem potencial
antioxidante, impedindo o efeito danoso dos radicais livres. Visando a melhoria e sustentagao
da sadde, € de vital importancia o consumo dessas fontes naturais de substancias para nosso
organismo, pois os fendlicos contribuem para a manutengao do equilibrio pré e antioxidante

de sistemas bioldgicos, desempenhando fungdo essencial na prevencdo de varias doencas.
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1.2.1 Flavondides

Os flavondides foram descobertos em 1930 pelo prémio Nobel Szent-Gyorgy, que
extraiu a citrina da casca do limdo. Esta classe de compostos participa na fase dependente de
luz da fotossintese, durante a qual catalisam o transporte de elétrons. Estes desempenham um
papel fundamental no organismo humano atuando na protecdo contra agentes oxidantes como,
por exemplo, os raios ultravioleta, a poluicdo ambiental, substincias quimicas presentes nos
alimentos, entre outros, € atuam também como agentes terapéuticos num elevado nimero de
patologias (SILVA, M. B. S., 2007).

Possuem uma unidade basica de 15 carbonos, que inclui dois anéis aromaéticos
hidroxilados, ligados entre si por um fragmento de trés carbonos, sua rota biossintética pode
ser observada na figura 2 (pg. 21). Dependendo da substituicao e do nivel de oxidacdo do anel
C, os flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendo os que se incluem na dieta
humana divididos essencialmente em seis grupos, flavandis, flavonéis, flavonas,
antocianidinas, isoflavondides e flavanonas, dentro da mesma classe, diferem-se na

substituicdo dos anéis A e B (DI STASI, 1996; SILVA, M. B. S., 2007).
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1.2.2 Antocianinas

As antocianinas sao compostos flavonoidicos, responsdveis pela cor evidenciada em
algumas frutas, vegetais, cereais e flores, tal como o vermelho, roxo e azul. E de grande
interesse para a inddstria, pois sdo bons corantes para os alimentos, em plantas estdao
presentes, em grande maioria, na forma de compostos glicosilados (HOU et al, 2004).
Possuem uma carga positiva no anel central da estrutura, a pH<3, o que lhes confere, junto
com o numero e posi¢do de grupos hidroxilas presentes, a coloracdo (figura 3, pg. 22).
Possuem forte atividade antioxidante e efeitos inibitérios no desenvolvimento de algumas
linhagens de células cancerigenas. Estudos de atividade-estrutura mostram que a atividade é

potencializada devida a presenca dos grupos hidroxila no anel B (HOU et al, 2004).
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1.3 Antioxidantes

Substéincias antioxidantes sdo necessdrias para proteger o organismo contra 0 excesso
de radicais livres, ou seja, contra o estresse oxidativo. Existem as enzimas (antioxidantes
enzimaticos) que combatem esses radicais, mas também ha compostos (antioxidantes nao
enzimaticos), geralmente ingeridos através dos alimentos, que também combatem esses
radicais numa reacdo de 6xido-reducdo, na qual o composto doa um hidrogénio para o radical

e passa a ser a substancia radicalar, porém, de maior estabilidade.

a) ROO® + FI-OH — ROOH + FI - O°
b) HO* + FI-OH — H,O+ FI - O°

Figura 4: Mecanismo de a¢do antioxidante por seqiiestro de radicais livres dos flavonéides (ARORA, 1998).
a) Espécie reativa de oxigénio (ERO);
b) Radical hidroxila.
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1.4 Radicais Livres

Radicais livres sdo espécies que contém elétrons desemparelhados. Podem-se citar
como exemplo as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs). Esses sdao
seqiiestrados e destruidos por enzimas especificas, como superdéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, protegendo os sistemas biologicos do estresse oxidativo. A
superproducio de radicais livres, junto com avitaminoses A, C e E e um nivel reduzido das
enzimas citadas, contribui com o estresse oxidativo, pois esses radicais podem induzir dano
oxidativo em biomoléculas como carboidratos, proteinas, lipidios e DNA, acelerando assim o
envelhecimento cutineo e de membranas lipidicas, e contribuindo para a indugdo de cancer,
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e inflamacdes (BANERIJEE; DASGUPTA; DE,
2005; CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

As EROs e ERNs participam da iniciacdo e progressdo das reacdes em cadeia
envolvendo a formagdo de espécies radicalares. A reatividade destes compostos com
biomoléculas € varidvel, sendo alguns estdveis e pouco reativos, como por exemplo, o radical
superdxido, O,", e outros altamente reativos, apresentando velocidade de reagdo proxima a
constante de colisdo com moléculas-alvo, sendo o radical hidroxila, HO", o principal exemplo
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Alimentos ricos em substancias antioxidantes exercem uma funcdo essencial na
prevencdo de doencas cardiovasculares, cncer e doencas neurodegenerativas, incluindo mal
de Parkinson e Alzheimer, assim como inflamacdes e problemas causados por
envelhecimento cutdneo, pois as substincias antioxidantes combatem os radicais livres
(BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005). Uma quantidade substancial de evidéncias tem
indicado o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doengas degenerativas associadas ao envelhecimento (SOUSA et al,

2007).
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1.5 Alimento Funcional

E muito importante estreitar a relacio entre alimentacdo e sadde. H4 muito tempo
acredita-se que o consumo de frutas e hortalicas auxilia na preven¢do de diversas doencas, por
isso, recomenda-se uma ‘“alimentagdo ideal”, que deve conter doses balanceadas de proteinas,
carboidratos, gorduras, fibras, vitaminas, minerais e dgua; € sabido também que a
urbanizacgao, a industrializacdo e a globalizacdo exercem uma grande influéncia sobre o estilo
de vida, a dieta e, consequentemente, o estado nutricional da populacio (CARVALHO et al,
2006).

O interesse nos alimentos especificos que podem prevenir, ou curar algum tipo de
doenca resultou no uso do termo “alimentos funcionais”. Este termo foi introduzido no Japao
na década de 80 e até hoje ndo existe uma defini¢cdo universalmente aceita, mas pode ser
entendido como um alimento ou um componente do alimento que proporciona um beneficio a
saide além da nutricao basica. Em outras palavras, sdo os alimentos extras a nutri¢do bésica,
que beneficiam uma ou mais fun¢des organicas, contribuindo para melhorar o estado de saide
e bem-estar e/ou reduzir o risco de doencas, ou seja, fornece beneficios fisioldgicos adicionais
ao consumidor. Vale lembrar que nenhum alimento isolado deve ser ingerido em detrimento
de outros para prevenir qualquer doenca especifica. O alimento funcional ndo deve ser
utilizado para o tratamento de doengas nem cuidados paliativos (CARVALHO et al, 2006;
JONES, 2002; www.ift.org/cms).

Segundo a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais (SBAF), o mercado de
alimentos funcionais tem crescido muito nos ultimos anos € em 2000, no mundo todo,
apresentava um potencial de vendas de cerca de US$ 70 bilhdes/ano. No Japao, o primeiro
pais que formulou um processo de regulacdo especifico para os alimentos funcionais,
conhecidos como Alimentos para Uso Especifico em Saide (FOSHU) j4 existem cerca de 200
tipos diferentes de alimentos funcionais. Além do mercado Japonés, o de paises europeus e o
norte americano a cada dia apresentam novidades nesse segmento. No Brasil, embora o
mercado esteja em crescimento, ainda € timido, ocupando uma posicao defasada em relagdo a
paises como Japao, EUA e Europeus. A SBAF classifica as seguintes substancias como sendo

os principais compostos funcionais investigados pela ci€ncia (tabela 1).
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Tabela 1: Principais compostos funcionais investigados pela ciéncia de acordo com a SBAF

(www.sbaf.org.br/SBAF).

COMPONENTES

ATIVOS

Isoflavonas

Proteinas de soja

Acidos graxos dmega-3

(EPA e DHA)

Acido o-linolénico

Catequinas

Licopeno

Luteina e Zeaxantina

Indoéis e Isotiocianatos

Flavonodides

Fibras soldveis e
insoliveis

Prebioticos -
frutooligossacarideos,
inulina

Sulfetos alilicos (alil
sulfetos)

Lignanas
Tanino

Estanéis e esterdis
vegetais
Probidticos -
Bifidobacterias e
Lactobacilos

PROPRIEDADES BENEFICAS

Acio estrogénica (reduz sintomas menopausa) e
anti-cancer

Reducdo dos niveis de colesterol

Redugdo do LDL-colesterol; agdo
antiinflamatdria. Indispensavel para o
desenvolvimento do cérebro e retina de recém
nascidos

Estimula o sistema imunoldgico e tem acéo
antiinflamatdria

Reduzem a incidéncia de certos tipos de cancer,
reduzem o colesterol e estimulam o sistema
imunolégico.

Antioxidante, reduz niveis de colesterol e o risco
de certos tipos de cancer como de prostata
Antioxidantes; protegem contra degeneracio
macular

Indutores de enzimas protetoras contra o cancer,
principalmente de mama

Atividade anti-cancer, vasodilatadora,
antiinflamatoria e antioxidante

Reduz risco de cancer de c6lon, melhora
funcionamento intestinal. As soliveis podem
ajudar no controle da glicemia e no tratamento da
obesidade, pois ddo maior saciedade.

Ativam a microflora intestinal, favorecendo o
bom funcionamento do intestino

Reduzem colesterol, pressao sanguinea,
melhoram o sistema imunolégico e reduzem
risco de cancer gastrico

Inibicdo de tumores hormonio-dependentes

Antioxidante, anti-séptico, vaso-constritor

Reduzem risco de doencas cardiovasculares

Favorecem as fungdes gastrointestinais,
reduzindo o risco de constipacio e cancer de
c6lon

EXEMPLOS DE ALIMENTOS
FUNCIONAIS QUE CONTEM O
COMPONENTE

Soja e derivados

Soja e derivados

Peixes marinhos como sardinha, salmao,
atum, anchova, arenque, etc

Oleos de linhaca, colza, soja; nozes e
améndoas

Cha verde, cerejas, amoras, framboesas,
mirtilo, uva roxa, vinho tinto

Tomate e derivados, goiaba vermelha,
pimentdo vermelho, melancia

Folhas verdes (luteina)Pequi e milho
(zeaxantina)

Couve flor, repolho, brécolis, couve de
bruxelas, rabanete, mostarda

Soja, frutas citricas, tomate, pimentao,
alcachofra, cereja, salsa, etc

Cereais integrais como aveia, centeio,
cevada, farelo de trigo, etc, leguminosas
como soja, feijdo, ervilha, etc, hortalicas
com talos e frutas com casca

Extraidos de vegetais como raiz de
chicdria e batata yacon

Alho e cebola

Linhaca, noz moscada
Magcd, sorgo, manjericdo, manjerona,
salvia, uva, caju, soja, etc

Extraidos de 6leos vegetais como soja e de
madeiras

Leites fermentados, logurtes e outros
produtos lacteos fermentados

Ha a discussdo a respeito dos alimentos funcionais, pois nestes existe a presenca de

produtos naturais com atividade farmacoldgica. A eficicia e seguranca desses alimentos deve

ser assegurada por estudos cientificos. Os alimentos funcionais ndo curam doengas, ao

contrario dos remédios. Eles apresentam componentes ativos capazes de reduzir o risco de

certas doencas.
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1.6 Plantas Medicinais

Vegetais que possuem atividade farmacoldgica sdo chamados de plantas medicinais. A
defini¢cdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) para plantas medicinais diz que “sdao
aquelas que t€ém uma histdria de uso tradicional como agente terapéutico”.

A OMS reconhece que 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento utilizam-se
de praticas tradicionais nos cuidados bésicos de saude. Deste universo, 85% utilizam plantas
ou preparados. Nesse sentido, a OMS recomenda a difusdo mundial dos conhecimentos
necessdrios ao uso racional das plantas medicinais € medicamentos fitoterdpicos
(www.portal.saude.gov.br).

Em sua estratégia global sobre a medicina tradicional e a medicina complementar e
alternativa para os anos de 2002 a 2005, a OMS reforcou o compromisso de estimular o
desenvolvimento de politicas publicas com o objetivo de inseri-las no sistema oficial de saide
dos seus 191 estados-membros. E o Brasil, com sua diversidade genética vegetal estimada em
55 mil espécies catalogadas, possui ampla tradicao de uso das plantas medicinais vinculado ao
conhecimento popular e transmitido por geragdes, além de tecnologia e, principalmente
recursos humanos especializados para validar cientificamente este conhecimento (dados
obtidos do site do Ministério da Saude).

Estimativas do governo brasileiro dizem que 60% da populacdo nao t€ém acesso a
qualquer tipo de medicamento convencional, utilizando apenas recursos terapéuticos naturais.
Pensando nesse fato, a Assembléia Legislativa do Estado de Sdo Paulo criou o Programa
Estadual de Fitoterapicos, Plantas Medicinais e Aromaticas, que tem como objetivo
propor, elaborar e promover a implantacio de politicas e diretrizes para a drea de
fitoterapicos, plantas medicinais e aromadticas no ambito das instituicdes do Governo Estadual.
Em outros estados, como Rio de Janeiro, Amapa e Mato Grosso ja existe o Programa Estadual
de Fitoterapicos regulamentados pelo poder executivo e em plena atividade.

O Brasil apresenta a mais rica biodiversidade do planeta, com mais de 20% do nimero
total de espécies (considerando fauna e flora), tornando-se o principal pais dentre os
chamados paises megadiversos. Possui varias zonas climdticas que incluem o tropico umido
no norte, o semi-arido no nordeste e dreas temperadas no sul. As diferencas climéticas
contribuem para as diferencas ecoldgicas formando zonas biogeogréficas distintas, com cinco
principais biomas: a maior floresta tropical imida (Floresta Amazdnica), com mais de 30 mil

espécies vegetais, € a maior planicie inunddvel (o Pantanal) do mundo, além do Cerrado
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(savanas e bosques), da Caatinga (florestas semi-dridas) e da Mata Atlantica (floresta tropical
pluvial). O Brasil possui uma costa marinha de 3,5 milhdes km? com uma variedade de
ecossistemas que incluem recifes de corais, dunas, manguezais, lagoas, estudrios e pantanos.
Com isso, os brasileiros poderiam se beneficiar mais desta situa¢do. Porém, sabemos muito
pouco sobre ela, uma vez que para seu conhecimento € importante a integracdo dos estudos de
morfologia e composicdo quimica das espécies e, sobre esta ultima, temos ainda muito a
desvendar (www.mme.gov.br; GIORGETTI et al, 2007).

Além dessa rica biodiversidade, o Brasil conta com uma grande heranca cultural, com
a presenca de vdrias etnias que conhecem bem o poder “curador” das plantas, como os indios
€ negros, sem contar, € claro, os europeus, colonizadores das Américas.

Atualmente, grande parte da comercializacdo de plantas medicinais é feita em
farmécias e lojas de produtos naturais, que em sua grande maioria ndo possuem certificado de
qualidade, com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacolégicas. Mais
atencao deveria ser dada a este fato, pois a toxicidade de plantas medicinais € um problema
sério de sadde publica, além de muitos cuidados relevantes, como identificacdo erronea da
planta, possibilidades de adulteracdo, interagdes entre plantas medicinais e medicamentos
alopdticos, efeitos de superdosagens, reacdes alérgicas ou toxicas (VEIGA JUNIOR &
PINTO, 2005).

A diferenca entre planta medicinal e fitoterdpico estd na elaboracdo da planta para uma
formulacao especifica, o que caracteriza um fitoterdpico (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA) “fitoterdpicos sao
medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais. Eles sdo obtidos empregando-se
exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e
outros). Os fitoterdpicos, assim como todos os medicamentos, devem oferecer garantia de
qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composicao padronizada e seguranga de uso
para a populacdo. A eficicia e a seguranca devem ser validadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos, documentacdes tecnocientificas em bibliografia e/ou publicacdes
indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos pré-clinicos e clinicos”.

O estudo de plantas medicinais envolve o isolamento de substancias ativas, e tem
proporcionado intimeras descobertas importantes para a humanidade e seu desenvolvimento
conta com um numero cada vez maior de profissionais, estabelecendo um cardter multi e
interdisciplinar para as pesquisas que visam referendar seu uso. Técnicas de descoberta de
farmacos tem sido aplicadas para a padronizacdo da medicina natural, principalmente para a

elucidacdo analitica dos compostos. (BALUNAS & KINGHORN, 2005; SILVA, 2000).
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As plantas sdo fontes de substancias para o desenvolvimento de medicamentos. O
nimero de novas substincias ativas, também conhecidas com Novas Entidades Quimicas
(NCEs), considerando as substancias bioldgicas e as vacinas, no ano de 2005, chega a um
valor de 54, dos quais, 24% sao de origem natural ou derivados de produtos naturais e 37%
sdo bioldgicas ou vacinas. O campo de produtos naturais estd produzindo ou envolvido em
aproximadamente 50% de todas as NCEs entre os anos de 2000-2006 (NEWMAN &
CRAGG, 2007).

Produtos naturais proporcionam um ponto de inicio para novas substancias sintéticas,
com diversas estruturas e com varios estereocentros que podem ser trocados sinteticamente.
Farmacos derivados de plantas medicinais podem servir ndo somente como novas drogas por
si s6, mas também como modelo para novas drogas otimizadas pela quimica medicinal e

sintética (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

24%

18%

30%
28%

Sintéticos Sintéticos modelados de produtos naturais

Vacinas e bioldgicas Produtos naturais e derivados

Figura 6: Diferentes fontes de agentes terapéuticos de 1981 a 2006 (NEWMAN & CRAGG, 2007).

Segundo Newman & Cragg, (2007), as maiores dreas que tém sido investigadas pela
indastria farmacéutica s@o as relacionadas com as doencas infecciosas, o cancer,
antihipertensivos e antiinflamatdrios. Na drea antibacteriana, a grande maioria das NCEs sdo
de origem naturais (10,2%), derivadas de produtos naturais (65,3%) e sintéticas porém
modeladas a partir de produtos naturais (1%), ou seja, 76,5% do total de farmacos. Com as
drogas anticancer, entre as ndo-bioldgicas, estdo divididas entre produtos naturais (11,1%),
derivados de produtos naturais (30,9%), sintéticas (22,2%) e modeladas a partir de produtos
naturais (35,8%), ou seja, apenas 22,2% do total sdo totalmente sintéticas.

O avango tecnoldgico propiciou rapidamente o surgimento de novos medicamentos.
Entre os anos de 2000 e 2003 houve uma constante introducao de novos produtos naturais e

medicamentos derivados destes nos EUA, Europa e Japao. Um total de 15 novos farmacos foi



31

lancado, os quais incluem os antiinflamatorios arteether, a caspofungina (derivado de
ecnocandina), a droga galantamina (inibidor de acetilcolinesterase), o antibacteriano
daptomicina, entre outros (BUTLER, 2004).

O processo de estudo de plantas medicinais comega, tipicamente, com um botanico,
etnobotanico, etnofarmacologista ou ecélogo, que coleta e identifica a planta de interesse. A
partir dai, o fitoquimico prepara extratos dos materiais da planta e comeca o processo de
isolamento e caracterizagdo das substdncias ativas, caracterizando uma area de estudo
multidisciplinar. A farmacognosia engloba todos esses campos dentro de uma distinta ciéncia
interdisciplinar envolvendo um amplo estudo dos produtos naturais de varias fontes, incluindo
plantas, bactérias, fungos e organismos marinhos. Farmacognosia pode ser definida como
parte da farmacologia que trata das drogas ou substincias medicinais antes de serem
submetidas a qualquer manipulacao (BALUNAS & KINGHORN, 2005; SIMOES ef al, 1999;
WIKIPEDIA).

Visto a importancia dos produtos naturais e suas agdes farmacoldgicas para o
desenvolvimento de novos farmacos, o estudo de plantas medicinais se torna totalmente
necessario no ambito nacional. Com isso, devem-se selecionar espécies tanto de origem

selvagem quanto de origem cultivada.
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1.7 Espécie em estudo

1.7.1 Myrtaceae

A familia Myrtaceae apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo, preferencialmente, nas
zonas tropicais e subtropicais, com numero de espécies estimado entre 3.500 e 5.800,
pertencentes 2 cerca de 100 géneros. E considerada uma das mais importantes familias da
flora brasileira, com 23 géneros e cerca de 820 espécies nativas ou subespontianeas. Os
géneros de maior riqueza sdo: Eugenia (108 spp.), Myrcia (57 spp.), Marlierea (27 spp.) €
Gomidesia (25 spp.) (LIMA & GUEDES-BRUNI, 2004).

As mirtdceas t€m sido organizadas tradicionalmente em duas subfamilias,
Leptospermoideae e Myrtoideae, esta dltima incluindo todas as mirticeas americanas, exceto
o género monotipico Tepualia. Atualmente, a nova classifica¢do infra-familia reconhece duas
subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, e 17 tribos. Todas as mirticeas brasileiras estdo
incluidas na Tribo Myrteae (GRESSLER et al, 2006).

A grande diversidade de espécies de Myrtaceae também se reflete nas restingas
brasileiras sendo a familia mais representativa nas restingas do Estado do Rio de Janeiro e
Eugenia, o género com maior nimero de espécies. Na restinga de Grumari (Zona Oeste do
Rio de Janeiro), Myrtaceae € representada por dois gé€neros, na qual Eugenia é o mais
representativo, com sete espécies (SILVA, A. L. G., 2007).

As mirticeas brasileiras geralmente nao produzem madeiras valiosas, restringindo-se
ao fornecimento de lenha, a utilizacdo em pequenas pecas ou objetos e outras formas de uso
local. Por outro lado, hd numerosas espécies frutiferas, algumas exploradas comercialmente
(e.g. a goiabeira, Psidium guajava L., a jabuticabeira, Myrciaria cauliflora Berg, e a
pitangueira, Eugenia uniflora L.). Essas espécies representam apenas uma pequena fracao do
grande potencial econdmico da familia, tendo em vista o grande ntimero de frutos comestiveis

produzidos por espécies ndo comerciais (GRESSLER et al, 2006).
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1.7.2 Eugenia jambolana Lam.

O género Eugenia é usado como antiinflamatério, analgésico, antipirético, antifiingico
e no tratamento de tulceras pépticas, além de muitas espécies estarem relatadas como plantas
ricas em polifendis galicos e derivados de acidos eldgicos, taninos e flavondides glicosideos.
(MAHMOUD et al, 2001).

Eugenia jambolana Lam. (syns. Syzygium cumini Skeels S. jambolanum DC., E.
cumini Druce, E. djouat Perr., Myrtus cumini L., Calyptranthes jambolana Willd.) é de
grande interesse pelas aplicagdes medicinais de seu fruto (figura 7, pg. 33). No Brasil é
conhecida como jamboldo, jameldo, jalao ou jambol (MORTON, 1987) e, por seu fruto ser
semelhante ao formato, cor e tamanho da azeitona, também pode assim ser chamado.

(www.bibvirt.futuro.usp.br)

Figura 7: Frutos e folhas de E. jambolana (foto: http://www.motherherbs.com/pcat-gifs/products-

small/syzygium-cuminil.jpg).

E uma 4rvore origindria da India, chegando a 10 m de altura, com copa ampla e muito
ramificada (figura 8, pg. 34). Multiplica-se por sementes, desenvolve-se bem em qualquer
tipo de solo, porém permedaveis e profundos. Prefere climas quentes e imidos, principalmente
de regides litoraneas. Suas flores sdo de coloracdo creme ou brancas; com pétalas
arredondadas caracteristicamente em forma de capuz, possuem bastante néctar, o qual atrai as
abelhas para a producdo de mel (figura 9, pg 34). Frutifica de janeiro a maio e seus frutos
maduros sdo empregadas para fazer conservas, suco e geléias enquanto o suco das frutas
verdes € usado para preparar um vinagre que € considerado um medicamento estomacal,

carminativo e diurético. (BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; www.bibvirt.futuro.usp.br/).
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Figura 8: Exemplar adulto de E. jambolana.

As folhas sdo utilizadas como alimento para gado e bicho da seda na India e a extragdo
do dleo essencial € utilizado na fabricacdo de perfumes. A casca da drvore produz tintas
marrons de varias tonalidades e bastante duraveis, elas sdo ricas em taninos € contém as
enzimas esterase e galoil-carboxilase, as quais se presumem serem ativas na biossintese de

taninos (MORTON, 1987).

Figura 9: Flores de E. jambolana (foto de A. Murray, Copyright 2000, Univ. Flérida).

Folhas da E. jambolana sao ricas em flavondides glicosilados, como mostrado no
trabalho de Mahmoud e colaboradores (2001) (figura 10, pg. 35), no qual foram isolados e

identificados 17 polifendis, incluindo flavonéides, taninos eldgicos e dcidos fendlicos.
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Figura 10: Exemplos de flavondides isolados de E. jambolana (MAHMOUD et al, 2001).

Os frutos contém vitamina C, dcido gélico, taninos e antocianinas;; as frutas maduras.
Extrato de semente que € tradicionalmente usado em diabete tem acdo hipoglicémica e
propriedades antioxidantes em ratos diabéticos induzidos por aloxana, possivelmente devido a
presenca de taninos. (BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005)

Em virios estudos das sementes e frutos desta espécie, com vdarios métodos para
preparar o remédio e administrd-lo em animais normais e diabéticos, foram observados os
seguintes efeitos: reducdo de glicemia e glicosuria, atividade antioxidante e restauracio
parcial de figado alterado e glicogénio contido na estrutura muscular e nos niveis de
glucoquinase, hexoquinase, glicose-6-fosfato e fosfofrutoquinase do figado. (PEPATO et al,
2005).

Administracdo do extrato etandlico das améndoas das sementes E. jambolana na
dosagem de 100 mg/kg.dia durante 30 dias resultou em uma diminuicao nos niveis de glicose
de sangue, uréia e agicar da urina em ratos com diabete induzida por estreptozotocina. (RAVI
et al, 2003)

O extrato etandlico das cascas de E. jambolana foi analisado para atividade
antiinflamatdria em animais, ndo sendo evidenciado qualquer sinal de toxicidade até uma dose
de 10,125 g/kg, p.o. em ratos, e apresentando uma acdo antiinflamatdria potente contra fases
diferentes de inflamacdo, sem qualquer efeito colateral em mucosa géstrica
(MURUGANANDAN et al, 2001).

Visto toda a discussdo da importancia em trabalhar com plantas medicinais visando a

descoberta de novos principios bioativos, o presente trabalho tem como propdsito o estudo
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fitoquimico das folhas e frutos de E. jambolana Lam. a fim de isolar e determinar a estrutura
quimica das substancias presentes, através do fracionamento cromatografico monitorado por

testes para detec¢do de atividade potencialmente antioxidante.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados para CLAE foram de grau HPLC das marcas JT. Baker e
Mallinckrodt. Para outros fins, foram utilizados solventes Merck e Synth de qualidade p.a.,
apos prévio tratamento. Para experimentos de RMN, foram utilizados os solventes deuterados
CDCl3 e DMSO-ds produzidos por Merck, Aldrich ou Fluka.

Para as revelagdes das placas cromatogréaficas foram utilizados reagentes das marcas

Synth, Vetec e Sigma. Q

2.2 Concentracao

As concentragdes das solucdes foram efetuadas em rotaevaporador da marca Biichi

(modelo R-114 e banho-maria B-480) sob pressao reduzida a temperatura de 40°C.

2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na anélise por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), as placas
foram empregadas dois tipos de placas cromatogréficas: uma preparada no laboratdrio e outra
adquirida. Na preparacdo das placas foi aplicado uma suspensao de silica gel 60G (Merck) em
agua destilada, na propor¢do de 1:2 (p/v) sobre placas de vidro, obtendo-se 0,25 mm de
espessura através da utilizacdo de espalhador Quickfitt. Apds a preparacdo das placas, estas
foram deixadas em repouso por cerca de seis horas a temperatura ambiente e depois ativadas
em estufa a 120°C por cerca de 30 minutos. As placas adquiridas foram de silicagel 60 F254,
expessura de camada de 0,2 mm (10x20 cm) da marca Riedel-de Hien AG.

A visualizacdo das manchas foi realizada através de métodos fisicos ou quimicos;

como luz de ultravioleta 254-366 nm e reveladores especificos (p.e. solu¢cdo de anisaldeido).
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2.4 Cromatografia em coluna

Foram utilizadas colunas de vidro de diferentes diametros internos e comprimentos,

compativeis com a massa das amostras. Como adsorvente foram utilizadas silica derivatizada

de fase

Sigma).

reversa C-18 (25-40um; Merck) e Amberlite XAD-4 (20-60 pum, poros de 4OA;

2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os cromatogramas foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

em aparelhos:

Varian Pro Star (Solvent Delivery Module 240 e Auto Sampler 410) acoplado ao
detector Varian Pro Star Photodiode Array Ultra-violet (PDA-UV) 330 e registrados
em microcomputador de 500 MHz com processador Pentium 11, utilizando o software
Varian Star Cromatography Workstation versao 5.52 — Modo analitico — gradiente
exploratorio.

Varian Pro Star (Solvent Delivery Module 230) acoplado ao detector Varian Pro Star
UV/Vis Detector 310 e registrados em microcomputador de 350 MHz com
processador Pentium I, utilizando o software Varian Star Cromatography
Workstation versao 5.52 — Modo analitico — gradiente exploratdrio e isocrético.

Varian Pro Star (Solvent Delivery Systeme) acoplado ao detector Varian Pro Star
UV/Vis Detector 320 e registrados em microcomputador de 350 MHz com
processador Pentium I, utilizando o software Varian Star Cromatography
Workstation versdo 5.52 — Modo preparativo — isocrético.

Shimadzu (bomba Shimadzu LC-10 AD, auto injetor Shimadzu SIL 10 A) acoplado ao
detector ultra-violeta em arranjo de diodos Shimadzu SPD MX AVP e registrados em
microcomputador de 500 MHz com processador Pentium II, utilizando o software
Shimadzu CLASS-LC10 versao 1.64A — Modo analitico- gradiente exploratorio.
Utilizou-se coluna analitica Phenomenex tipo LUNA (C-18 e Fenil-hexila, 250 x 4,6

mm, Sum) e preparativas Phenomenex (C-18 e Fenil-hexila, 250 x 25 mm, 104m).
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2.6 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia magnética nuclear de 'H e de "°C foram registrados em
espectrometro Bruker AC 200-F 4.7 T operando a 200 MHz para o ndcleo de 'H e 50 MHz
para o niicleo de "*C. Experimentos uni e bidimensionais foram realizados em espectrémetro
Varian Inova 500 11.7 T operando a 500 MHz para o nicleo de 'H e em 125 MHz para o

nticleo de *C. Foi utilizado TMS como referéncia interna.

2.7 Espectrometria de massas

Espectrometro de massas de baixa resolucdo Fisons-Platform II, da Micromass;
técnicas ionizagao por electrospray positivo (ESI +25V), utilizando como gés nebulisador o

nitrogé€nio. Software MassLink.

2.8 Espectrofotometria (Leitor de microplacas)

A leitura da absorbancia para a avaliacdo da atividade seqiiestradora de radical livre
foi realizada no aparelho Synergy-HTS (A 517nm). Os valores de ICsy foram calculados

através da regressdo linear das curvas, obtidas pelo programa Microcal ™ Origin™ vrs 5,0

2.9 Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (HSCCC)

O instrumento utilizado foi um P.C. Inc., Potomac (Buffalo, NY, USA), equipado com
uma coluna helicoidal multicamadas com duas bobinas de didmetro interno de 1,68mm de
politetrafluoroetileno (PTFE), de aproximadamente 80mL e 240mL conectados em série com
uma capacidade total de 320mL. O valor de B variou de 0,5 na parte interna da coluna a 0,85
na parte externa da coluna e raio médio de revolugdo de 10cm (B=r/R, onde r é o raio da
bobina e R o raio orbital de revolucdo). A velocidade foi ajustada com um controlador a

850rpm. O fluxo foi controladdo com a bomba de fluxo constante Waters 4000 (Milford, MA-
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USA). A amostra foi injetada através do P.C. Inc. Injection Module (Buffalo, NY, USA) com
um loop de 16mL. A coluna foi inicialmente preenchida com a fase estaciondria, e
posteriormente a fase moével, no sentido cabeca a calda, com um fluxo de l,OmLmin'l. Apo6s
as fases entrarem em equilibrio hidrodindmico na coluna, 16mL de solucdo (8mL de fase
organica e 8mL de fase estaciondria) contendo a amostra foi injetado, fluxo de 1,0mLmin'1.
As fragdes foram recolhidas com um coletor automatico (Pharmacia, Uppsala, Sweden), SmL
em cada tubo.

Para a escolha do sistema de solvente a ser utilizado, testou-se inicialmente varios
sistemas de solvente, tendo como base a literatura (ITO, 2005; CHEN et al, 2005;
HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; SANTOS et al, 2005). Verificou-se a
eficiéncia do sistema analisando separadamente as duas fases formadas por CCDC em
proporg¢des iguais, apos desenvolvimento da placa comparam-se as propor¢cdes dos compostos

em cada fase analisada.

2.10 Avaliacao da atividade antioxidante por descoramento de solucao de [3-
caroteno

A amostra a ser avaliada € aplicada e desenvolvida em placas cromatograficas, que sao
entdo nebulizadas com solugdo metandlica de -caroteno na concentragdo de 0,02%. Apés a
secagem da placa, ela é posta sob iluminacdo natural até o descoramento do fundo. As
substancias com propriedade antioxidante sao evidenciadas em manchas amarelas (PRATT &

MILLER, 1984).

2.11 Metodologia de preparo de amostras para as analises

ANALISES VIA CCDC: As amostras sdo aplicadas nas cromatoplacas na forma de

solucdes, em solventes bastante volateis (AcOEt, Hex, MeOH), que possam ser facilmente
eliminados ap6s a aplicagdo e desenvolvidas em cubas cromatogréficas saturadas com a fase
movel escolhida.

ANALISES VIA CLAE: Para eliminagio de interferentes apolares (material graxo) a

amostra foi submetida a pré-tratamento por Extracdo em Fase Soélida (EFS) em cartucho
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preenchido com silica de Fase Reversa (C18), utilizando-se MeOH/H,O 95:5 (v/v) como
eluente. Inicialmente o adsorvente foi ativado com MeOH puro (2-3 V,,) e posteriormente
equilibrado com o eluente escolhido (2-3 V).

A amostra foi solubilizada em ImL de MeOH/H,O 95:5 (v/v), aplicado no cartucho e
eluido com 2 mL da fase modvel. A solugdo recolhida foi filtrada em disco de membrana
polimérica e armazenada em vial para analise por CLAE. A limpeza do cartucho foi feita com
MeOH puro e depois, quando necessdario, com DCM. Por se tratar de estudo quimico
qualitativo, nao foram feitos cdlculos de concentragdo das amostras analisadas.

ANALISES VIA RMN: As amostras foram diluidas em 0,6 mL de solvente deuterado

(CDCl3; ou DMSO-dg) e em seguida, as solucdes foram filtradas em esfera de algoddo e
armazenadas em tubo de vidro préprio para RMN.

ANALISES VIA HSCCC: A amostra foi diluida em 16mL da mistura do sistema de

solventes.

2.12 Coleta e classificacao do material vegetal

Folhas da planta em estudo, E. jambolana, foram coletadas na Faculdade de Ciéncias e
Letras — UNESP no dia 25 de marco de 2005 e os frutos, no dia 17 de fevereiro de 2006,
ambos na cidade de Araraquara, estado de Sao Paulo. A amostra foi identificada pela Dr".
Maria Claudia M. Young e a exsicata foi depositada no herbério do Instituto Botanico — SMA

— S3o Paulo (n°)

2.13 Preparacao do extrato bruto das folhas

Separaram-se as folhas dos galhos, que foram secas em estufa a 40°C e,
posteriormente trituradas em moinho de faca elétrico. As folhas moidas (aproximadamente
800 g) foram submetidas a extragdo exaustiva com etanol por maceracdo, e, apods
concentracdo do solvente a pressdo reduzida, forneceu o extrato bruto etandlico das folhas

(79,95g), apresentando um rendimento de aproximadamente 8,8% (fluxograma 1, pg. 42).
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2.14 Particao do extrato bruto das folhas

N

Parte do extrato etandlico bruto (45,00g) foi submetida a particao liquido-liquido
solubilizando em MeOH:H,O (7:3 v/v) e extraido inicialmente com hexano, solvente de baixa
polaridade, apds a separacdo das fazes, foi adicionado H,O a fase hidroalcodlica até que
atingisse a propor¢do MeOH:H,0 1:1 (v/v) e entdo extraida com AcOEt, solvente de média
polaridade, e por fim, a fase hidroalcodlica foi adicionado mais H,O, atingindo a proporcao de
3:7 (v/v) de MeOH:H,0 e extraido com n-BuOH, fornecendo as fases correspondentes que,
apos serem concentrados em rotaevaporador, forneceram os extratos hexanico (3,86g), acetato
de etila (8,35g), n-butandlico (8,05g) e hidroalcodlico (23,92g) conforme mostra o
fluxograma 2 (pg. 43).

Os extratos foram monitorados através de CCDC e nebulizadas com solucio
metandlica de B-caroteno. Esta solucéo indica a propriedade antioxidante, pois apds deixar as
placas algumas horas sob luz natural ou apds o descoramento do fundo.

Para os extratos hexano e acetato de etila, a CCDC foi desenvolvida em AcOEt 100%,
enquanto que para os extratos n-butandlico e hidroalcodlico, o sistema utilizado para o

desenvolvimento foi AcOEt/MeOH 4:1 (v/v).

Folhas

secas e moidas
(~800¢g)

1-  Maceracdo com EtOH
2-  Filtragem

\ 4 A 4

Residuo Extrato Etandlico

Concentragio
y

Extrato Bruto
(79,95g)

Fluxograma 1: Preparagdo do extrato bruto das folhas de E. jambolana.
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Fluxograma 2: Particdo do extrato bruto das folhas de E. jambolana.
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2.15 Fracionamento do extrato n-Butanoélico das folhas (EBF)

O extrato n-butandlico (2,93g) foi fracionado através de uma coluna cromatografica
(19,5cm de altura e 3,0cm de didmetro) de silica derivatizada com unidades octadecil (fase
reversa, C-18) em funcdo da alta polaridade do extrato, com gradiente H,O:MeOH, em ordem
crescente de polaridade, resultando em 21 fracdes, conforme mostra o fluxograma 3 (pg. 44) e
a tabela 2 (pg. 45).

A fracdo EBF-1-14 (54,8mg) apresentou forte atividade antioxidante, observada
através do método do B-caroteno e caracteristicas de flavonéides, como espectro de UV dos
picos obtidos em andlise por CLAE/DAD apresentando duas absor¢Oes caracteristicas, uma
em 252nm e outra em 360nm. Uma condic¢ao isocratica (H,O:MeCN 9:1) foi otimizada para
EBF-1-14 em CLAE analitico (fluxo de 1,OmLmin'1, deteccio a 254nm) seguida de
fracionamento em CLAE semi-preparativo (fluxo de 10,0mLmin'1, deteccdo a 254nm,
cromatograma da figura 12, pigina 60), utilizando uma coluna cromatografica de silica

derivatizada de fase reversa C-18, resultando no isolamento da substancia 1.

Extrato n-Butandlico
(2,93g)

CC - C18 (gradiente H,O:MeOH)

A 4

21 Fracoes
|
v v v
EBF-1-1a 13 EBF-1-14 EBF-1-16 a 21
(54,8mg)

CLAE,, (C18, HO:MeCN - 90:10)
\ 4

1
(2,0mg)

Fluxograma 3: Fracionamento do extrato n-butanélico das folhas de E. jambolana.
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Tabela 2: Fracionamento do extrato n-butandlico (EBF) das folhas de E. jambolana por CC em fase reversa (C-

18).

Fracoes Eluente Massa (mg)
EBF-1-1 H,O 53,2
EBF-1-2 H,0/MeOH (19:1) 92,0
EBF-1-3 H,0/MeOH (9:1) 97,2
EBF-1-4 H,O/MeOH (17:3) 163.,0
EBF-1-5 H,O/MeOH (4:1) 20,4
EBF-1-6 H,0/MeOH (4:1) 240
EBF-1-7 H,0/MeOH (4:1) 37,6
EBF-1-8 H,0/MeOH (7:3) 95,7
EBF-1-9 H,0/MeOH (3:2) 63,1
EBF-1-10 H,0/MeOH (3:2) 114,3
EBF-1-11 H,0/MeOH (3:2) 112,1
EBF-1-12 H,O/MeOH (1:1) 37,7
EBF-1-13 H,O/MeOH (1:1) 61,9
EBF-1-14 H,0/MeOH (1:1) 54,8
EBF-1-15 H,0/MeOH (2:3) 75,1
EBF-1-16 H,0/MeOH (1:4) 21,7
EBF-1-17 MeOH 11,1
EBF-1-18 MeOH/Acetona (1:1) 14,2
EBF-1-19 Acetona 9,2
EBF-1-20 AcOEt 29,3
EBF-1-21 AcOEt 7,8
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2.16 Fracionamento do extrato Hidroalcoolico das folhas (EAF)

O extrato hidroalcodlico (9,57g) foi fracionado através de uma coluna cromatogréfica
aberta (19,5cm de altura e 3,0cm de didmetro) com silica derivatizada para fase reversa (C-
18), eluida com gradiente H,O/MeOH, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 15
fracdes (fluxograma 4, pg. 47, tabela 3, pg. 47), esse método foi escolhido em fun¢do da alta
polaridade do extrato.

A fracdo EAF-1-6 foi escolhida para fracionamento por apresentar forte atividade
antioxidante, observada no teste com solu¢do metandlica de B-caroteno e caracteristicas de
flavondides, parte da fragdao (509,1 mg) foi submetida a coluna cromatografica (13 cm de
altura e 3,0cm de diametro) de fase reversa (C-18) com gradiente H,O:MeOH, de 5 a 100%
de MeOH, resultando em 11 fracdes (fluxograma 4, pg. 47, tabela 4, pg. 48).

Uma condi¢do isocratica (HyO:MeCN 17:3) foi otimizada para a fracdo EAF-167
(209,3mg) em CLAE analitico (fluxo de 1,0mLmin’", deteccdo a 254nm) seguida de
fracionamento em CLAE semi-preparativo, utilizando uma coluna cromatogréifica de fase
reversa C-18 (fluxo de 1O,OmLmin'1, deteccdo a 254nm, cromatograma figura 16, pagina 63),

resultando na substancia 2.



47

Extrato Hidroalcodlico
9,579

CC - C18 (gradiente H,O:MeOH)
A 4

15 Fracdes
I
v v v
EAF-1-1a5 EAF-1-6 EAF-1-7 a 15
(509,1mg)

CC — C18 (gradiente H,O:MeOH)

y

11 Fracoes
v ‘ v
EAF-161 a 166 EAF-167 EAF-168 a 1611
(209,3mg)

CLAE,,, (C18, H,O:MeCN - 85:15)

A

2
(4,1mg)

Fluxograma 4: Fracionamento do extrato hidroalco6lico das folhas de E. jambolana.

Tabela 3: Fracionamento do extrato hidroalcodlico (EAF) das folhas de E. jambolana por CC em fase reversa
(C-18).

Fracoes Eluente Massa (mg)
EAF-1-1 H,0/MeOH (19:1) 600,2
EAF-1-2 H,0/MeOH (9:1) 526,8
EAF-1-3 H,O/MeOH (17:3) 2674
EAF-1-4 H,0/MeOH (4:1) 397,6
EAF-1-5 H,O/MeOH (7:3) 257
EAF-1-6 H,O/MeOH (1:1) 718.9
EAF-1-7 H,0O/MeOH (2:3) 591,6
EAF-1-8 H,0/MeOH (1:4) 359,1
EAF-1-9 MeOH 728,1
EAF-1-10 MeOH 65,9

EAF-1-11 AcOEt 248,7




Tabela 4: Fracionamento de EAF-1-6 por CC em fase reversa (C-18).
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Fracoes Eluente Massa (mg)
EAF-161 H,0/MeOH (19:1) 13,6
EAF-162 H,0/MeOH (9:1) 26,3
EAF-163 H,O/MeOH (17:3) 21,1
EAF-164 H,O/MeOH (4:1) 13,3
EAF-165 H,O/MeOH (7:3) 13,6
EAF-166 H,0/MeOH (11:9) 29,2
EAF-167 H,O/MeOH (11:9) 2249
EAF-168 H,0/MeOH (11:9) 20,3
EAF-169 H,0/MeOH (2:3) 36,1
EAF-1610 H,O/MeOH (1:4) 7,3
EAF-1611 MeOH 100,3
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2.17 Fracionamento do extrato Acetato das folhas (EAcF).

O extrato acetato, composto por uma mistura de substancias de polaridades baixas e
altas, evidenciado em andlise por CCDC, foi submetido a uma parti¢do liquido-liquido, para
separar as substincias contidas por diferenca de polaridade e afinidade em funcdo dos
solventes utilizados. Para essa particdo foram utilizados hexano, CHCl;, MeOH/H,0, que
apds a evaporacao do solvente, resultaram nas fracdes AcOEt-H (fase hexanica, 0,698g),
AcOEt-C (fase cloroférmica, 1,999g) e AcOEt-M (fase hidroalcodlica, 2,070g); observou a
formacdo de um precipitado entre as fases AcOEt-C e AcOEt-M, que foi recolhido
separadamente, atribuido o c6digo AcOEt-ppt (0,543¢) (fluxograma 5, pg. 50).

Essas fracdes foram analisadas por CCDC e, AcOEt-M mostrou-se mais interessante
para iniciar o trabalho de fracionamento, por provavelmente ser a fracdo enriquecida em
flavonoides.

Para investigar a fracdo AcOEt-M foi utilizado o HSCCC, que proporciona baixo
consumo de solvente e perda de amostra praticamente nula, além de ampliar o conhecimento

em técnicas de separacgao.



EACF
(7,082)

Solubiliza¢do em MeOH:H,O (7:3 v/v)

4

solubilizado

EAcF

n-Hexano 3 x 100mL
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FASE ORGANICA
Concentragdo
A 4 A
Fase Aquosa AcOEt-H
(0,6980g)
1- MeOH:H,0 (1:1)
2-  CHCI; 3 x 100mL
FASE ORGANICA PRECIPITADO FASE AQUOSA
Concentragdo Concentracdo Concentracao
A 4 A 4 \ 4
AcOEt-C AcOEt-ppt AcOEt-M
(1,999¢) (0,5430g) (2,0702g)
HSCCC (AcOEt:n-PrOH:H,0
6:1:7 v/IvIv)
A
17 Fracoes

(CC-1 até CC-17)

y

2
(CC-7)
(23.3mg)

Fluxograma 5: Particdo do extrato acetato das folhas (EAcF) de E. jambolana.

A escolha do sistema de solvente (descrito no item 2.9, pg. 39) é fundamental para que
a separagdo dos constituintes seja eficiente; foi escolhido um sistema terndrio, a fim de
diminuir a diferenca de polaridade entre as fases e aumentar a solubilidade da amostra em
ambas, de maneira aproximadamente proporcional, ou seja, obtendo um coeficiente de
parti¢do igual ou aproximadamente igual a um; dessa maneira pode-se garantir a eficiéncia e
capacidade de separar os componentes da fracdo analisada segundo diferencas de polaridade.

O sistema que resultou numa melhor resolucio foi AcOEt:n-PrOH:H,0, na propor¢ao
6:1:7 (v/v/v). Foi preparado 840mL do sistema, deixado de um dia para outro num funil de
separacdo a temperatura ambiente para que atingisse um equilibrio e as fases fossem
totalmente separadas. No equipamento, inicialmente foi introduzida a fase estaciondria e

posteriormente a fase mével, j4 com a coluna em movimento para evitar perdas da fase
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estaciondria e garantir que ndo fosse formada bolhas no interior da coluna; ap6s o equilibrio
estabelecido, na coluna havia 85% de fase estaciondria; em seguida foram injetados 418,0mg
de amostra. Foram obtidas 157 fracdes que ap6s andlise por CCDC foram reunidas em 17
fracdes (tabela 5, pg. 51). Algumas fra¢des foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 'H,
resultando em fracOes semi-puras, contendo poucos picos, observados na andlise por CLAE
(cromatogramas das figuras 20, 21, 22 e 23, pg. 67, 67, 68 e 69 respectivamente) € no re-
isolamento da substancia 2 (fracdo CC-7, 23,3mg), com um rendimento bem maior quando
comparado com o obtido no isolamento através de CLAE,, , isso por que, 0 HSCCC ndo usa

suporte s6lido, minimizando a perda de massa.

Tabela 5: Fracionamento de AcOEt-M por HSCCC.

Fracoes Massa (mg)
CC-1 6,2
CC-2 40,8
CC-3 47,9
CC+4 30,8
CC-5 25,6
CC-6 5.8
CC-7 23,3
CC-8 20,6
CC-9 15,4
CC-10 25,6
CC-11 6,0
CC-12 4,6
CC-13 10,2
CC-14 25,2
CC-15 67,1
CC-16 53,2

CC-17 0,8
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2.18 Preparacao do extrato bruto dos frutos

Foram utilizados aproximadamente 6,5Kg de frutos maduros, que tiveram as sementes
separadas e armazenadas. A polpa e casca rendeu 5,2Kg e € parte de interesse por
provavelmente conter o grupo de substancias conhecido como antocianinas. Num
liquidificador, as cascas e polpas foram trituradas com 200 mL de solugdo MeOH (1% HCI)
por trés minutos, a escolha do 4cido a ser utilizado foi feita comparando dados da literatura
(LIU at al, 2004; SEERAM at al, 2002; LEE 2002; CHANDRA; NAIR; IEZZONI, 1992;
WANG et al, 1997; EINBOND et al, 2004; LONGO & VASAPOLLO, 2005). Para separar a
parte solivel das particulas insoldveis, a mistura foi centrifugada a 10000 rpm por 10min a
uma temperatura de 4°C, resultando em 5L de sobrenadante, j4 que a fruta contém muita
dgua. O extrato bruto dos frutos (462,66g) foi obtido apds a concentragdo do sobrenadante
(SL) a pressao reduzida.

Na preparacdo do extrato bruto dos frutos foi muito importante conseguir que a
integridade das antocianinas fosse mantida, por isso a adicdo de HCI (fluxograma 6, pg. 52).
O interesse em obter esta classe de substancias surgiu por apresentarem alto poder de combate

a radicais livres e atividade antioxidante.

Frutos
(6,5kg)

A 4 \ 4

Carogo Polpa + Casca
(1,3kg) (5,2kg)

1- MeOH (1% HCI)

2-  Liquidificador (3 min)

3-  Centrifugar (10 min- 4°C,
10000 rpm)

4-  Concentrar (sob pressao,
30°C)

A 4

Extrato Bruto Frutos (FrX)
(462,662)

Fluxograma 6: Preparacio do extrato bruto dos frutos de E. jambolana.
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2.19 Fracionamento do extrato bruto dos frutos

Os frutos do jamboldo possuem muito agticar, entdo, foi necessario utilizar um método
para enriquecer as fragcdes em antocianinas, excluindo os agucares livres, para minimizar as
interferéncias nas andlises cromatograficas. O aumento de polaridade da amostra decorrente
da presenca de agucares, aumenta também sua solubilidade em dgua, e dificulta sua secagem,
0 que compromete etapas seqiienciais de fracionamento.

Na primeira etapa de fracionamento do extrato bruto dos frutos, foi utilizada uma
coluna cromatografica com a resina Amberlite XAD-4 (32cm de altura e 7cm de diametro)
para remocao dos agucares livres (fluxograma 7, pg. 53 e tabela 6, pg. 54); a série eluotrépica

(SAKAKIBARA et al, 1991) foi:

o H,O

o H,0/MeOH 1:1
o MeOH

° Hexano

. Acetona

. Acetato de Etila
o EtOH

Os agucares ndo sdo adsorvidos e foram eluidos nas primeiras fracdes (H,O).
Posteriormente as outras substancias foram eluidas, visto que este polimero (XAD-4) adsorve

minimamente substancias polifendlicas.



Extrato Bruto Frutos (FrX)

(7542¢)
CC (XAD-4)*
\4 A\ 4 A\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 A\ 4
FrX-1 FrX-2 FrX-3 FrX-4 FrX-5 FrX-6 FrX-7 FrX-8 FrX-9
CC (C-18)°
A\ 4 A 4 A\ 4 A A4 A A\ 4 A\ 4
FrX-41 FrX-42 FrX-43 FrX-44 FrX-45 FrX-46 FrX-47 FrX-48

Fluxograma 7: Particao do extrato bruto dos frutos de E. jambolana.
Elui¢do com H,0, H,O/MeOH 1:1, MeOH, Hexano, Acetona, Acetato de Etila, EtOH
Gradiente H,O > MeOH

a.
b.

Tabela 6: Fracionamento do extrato bruto dos frutos (FrX) de E. jambolana por CC em XAD-4.

Fracoes Eluente Massa (mg)
FrX-1 H,0 3210,0
FrX-2 H,O 3450,0
FrX-3 H,O 62480,0
FrX-4 H,O/MeOH (1:1) 2573.,8
FrX-5 MeOH 386,0
FrX-6 Hexano 372,8
FrX-7 Acetona 2720
FrX-8 AcOEt 59,5
FrX-9 EtOH 22,1

54
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2.20 Fracionamento de FrX-4

Para o fracionamento da FrX-4 (1,95g) foi utilizada uma CC de fase estaciondria com
silica derivatizada C-18 (15,5cm de altura e 3cm de diametro), eluida com gradiente H,O
(4%H;P0O,4)/MeOH, iniciando com 100% de H,O e finalizando com 100% de MeOH. Foram
obtidas oito fragdes (FrX-41 até FrX-48). As fragdes de FrX-43 a FrX-47 foram submetidas a
particio com XAD-4 (12cm de altura e 7cm de diametro), utilizando como série eluotrépica
H,0, MeOH, EtOH e acetona, resultando assim em quatro fragdes cada (FrX-431 até FrX-
434; FrX-441 a FrX-442 e assim por diante).

Tabela 7: Fracionamento das fracdes FrX-43, FrX-44, FrX-45, FrX-46, FrX-47 por CC em XAD-4.

Fracoes Eluente Massa (mg)
FrX-431 H,O %
FrX-432 MeOH 213,2
FrX-433 EtOH 13,5
FrX-434 Acetona 10,2
FrX-441 H,O %
FrX-442 MeOH 247,6
FrX-443 EtOH 2,9
FrX-444 Acetona 10,6
FrX-451 H,O %
FrX-452 MeOH 197,9
FrX-453 EtOH 10,0
FrX-454 Acetona 12,6
FrX-461 H,0 %
FrX-462 MeOH 195,2
FrX-463 EtOH 10,8
FrX-464 Acetona 11,3
FrX-471 H,0 %
FrX-472 MeOH 93,6
FrX-473 EtOH 10,1
FrX-474 Acetona 4,9

* Secagem incompleta.
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2.21 Fracionamento de FrX-442

Para o fracionamento da FrX-442 (99,7mg) foi utilizada uma coluna cromatografica de
fase reversa C-18 (10cm de altura e 2cm de diametro), eluida com gradiente H,O (4%
H;PO4)/MeOH, iniciando com 95% de H,O e finalizando com 100% de MeOH.

Uma nova tentativa de fracionamento foi feita para esta fracdo, utilizou-se CLAE
analitico, e a condi¢do otimizada foi 0 a 15 min 35% B, 16 a 18 min 35-40% B, 19 a 35 min
40% B, 35 a 40 min 40-100% B, em coluna de fase reversa (fenil-hexila), onde A é agua
(0,5% H3PO,4) e B ¢ MeOH. Reduziu-se a concentracao do 4cido fosférico da fase mével para
evitar possiveis danos ao aparelho e coluna, o que foi possivel visto que o resultado obtido foi

0 mesmo para as duas concentracdes.
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2.22 Avaliacao da atividade seqiiestradora de radical livre por reducao do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) em teste
espectrofotométrico

200 pL de uma solugdo 0,004% de DPPH foi misturada com solugdes das fracdes FrX-
4, FrX-442, FrX-452 e FrX-5 em diversas concentracdes, aguardou-se 30 minutos ao abrigo
da luz e entdo a leitura foi feita no leitor de microplacas Synergy-HTS (A 517nm). Como
solugd@o padrdo foi utilizada rutina, nas mesmas concentragoes.

A porcentagem de seqiiestro do radical livre foi obtida utilizando a seguinte equacao:

A AA

controle amostra * 100

AA

A
% =

controle

Os valores de ICsy foram calculados através da regressao linear das curvas, obtidas

pelo programa Microcal™ Origin™ vrs 5,0.
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2.23 Analise da fracao FrX-4 por espectrometria de massas

A técnica de andlise por espectrometria de massas foi utilizada como ferramenta
adicional para obter valiosas informagdes sobre as estruturas das antocianinas presentes nos
frutos e suprir assim a obstancia no processo de isolamento através do CLAE preparativo.

A amostra foi injetada em CLAE analitico em gradiente H,O (0,5% H3PO4)/MeOH, de
5% a 100% de MeOH. Os picos foram coletados e analisados por espectrometro de massas

para a identificac@o dos constituintes quimicos presentes na fracdo analisada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Particao do extrato bruto das folhas de E. jambolana

A parti¢do do extrato bruto das folhas com solventes de diferentes polaridades resultou
na separacdo de classes de substancias de acordo com sua afinidade com o solvente extrator;
assim, substancias de baixa e média polaridade foram soldveis nos extratos hexanico e acetato
de etila, enquanto nos extratos n-butandlico e hidroalcodlico estdo as substancias de maior

polaridade.

As placas de CCDCs dos extratos foram nebulizadas com solugdo de S-caroteno para a
escolha do ponto de partida do trabalho, ou seja, o extrato a ser fracionado inicialmente,
todos, exceto o hexanico (EHF), apresentaram resultado positivo para o teste antioxidante,
mas pelo fato dos extratos n-butandlico (EBF) e hidroalcodlico (EAF) estarem livres de
substancias de baixa polaridade, como clorofila e dcidos graxos, esses foram fracionados
primeiro.

As CCDCs dos mesmos também foram reveladas com solucdo de Dragendorff,
indicando a auséncia de substincias nitrogenadas, pois nao foi observado manchas de
coloragdo alaranjadas e, também, com solucdo 4cida de anisaldeido, revelador universal.

O EBF foi fracionado através de uma coluna cromatogréfica de fase reversa (C-18)
para que as substancias nele contidas fossem divididas em grupos de polaridade. Com a
andlise das 21 fra¢des origindrias dessa coluna em CCDC, reveladas com anisaldeido e -
caroteno (figura 11, pg. 60), foi possivel selecionar algumas para a anélise em CLAE-DAD.
ApOs essa nova andlise, pode-se escolher a fracio EBF-1-14 para novo fracionamento, ja que
ela apresentou forte atividade antioxidante e caracteristicas de flavondides, como espectro de
UV dos picos apresentando duas absorcdes, uma em 252nm e outra em 360nm. De EBF-1-14
obtiveram-se nove sub-fra¢des, origindrias do fracionamento feito através de CLAE
preparativo, utilizando coluna C-18, dais quais apenas uma (EBF-1-14-E, 2,0mg, figura 14,

pg. 61) aparentou estar pura e com massa suficiente para a obtengdo de espectros RMN.
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Figura 11: CCDC das fragdes EBF-1-1 a2 EBF-1-21, eluidas no sistema AcOEt:Acido Acético:MeOH:H,0
(10:1:1:3) e reveladas com A) anisaldeido e B) S-caroteno.

Substancia :.
750 / 1

500

v alts

2460 4

-105 T T T T T
10 20 an 40 a0

Minutes

Figura 12: Cromatograma da fracdo EBF-1-14, C-18, H;O:MeCN (9:1), 254nm.

A fracdo EBF-1-14-E foi submetida a andlise por RMN permitindo sua identificacao
(substancia 1). O espectro de RMN de 'H mostrou perfil caracteristico de flavondides
glicosilados, com sinais distribuidos ao longo da regido aromadtica e um sinal em 12,7
atribuido a uma hidroxila quelada a uma carbonila, além de sinais em & 3-4, indicativos de
presenca de agucar; um singleto em 5,20 dy ¢ um dubleto em 0,85 &y (6 Hz 3H) associados a
uma unidade de ramnose como substituinte de aglicona.

No espectro de RMN'H foram observados sinais em 6,20 & (d, 2,0 Hz, 1H) e 6,37 (d,
2,0 Hz, 1H) acoplando entre si, indicando um sistema meta substituido, atribuidos a H6 e H8
respectivamente, além de sinais em 6,89 J (s, 1H) e 7,26 (s, 2H), atribuidos a H3 e H2’/H6’.

O espectro de RMN de 3C mostrou sinais em 8¢ 16,8 e & 70,5, confirmando uma

unidade de ramnose como substituinte de aglicona.
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o)

O

Figura 13: Estruturas parciais para a substancia 1, atribuidas respectivamente aos anéis A, B e C de uma
flavona.

A posi¢ao da ramnose foi definida de acordo com o deslocamento quimico de H6, H8
e H2’/H6’ por comparagdo com dados da tricetina (aglicona nao glicosilada), que junto com
dados da literatura (HARBORNE, 1994) permitiu atribuir para a substancia em questdo a
estrutura do flavondide 1 (figura 14).

Os sinais em & 113,0, 8 107,0, & 145,4 e 6 136,0 foram atribuidos aos carbonos do anel
B, caracterizando um anel 3’,4°,5’-trioxigenado. A atribui¢cdo de todos os hidrogénios aos
respectivos dtomos de carbono, foi realizada apds andlise cuidadosa dos mapas de contorno
no experimento gHMQC. As correlagdes observadas nos experimentos de gHMBC e COSY
(tabela 8) foram fundamentais para a elucidacdo da estrutura da substancia 1 e permitiu sua
identificacdo como 5,7,3’,5’-tetraidroxi-4’-ramnosil-flavona. Os espectros podem ser

observados no Anexo A (pg. 85).

OH o)

Figura 14: Estrutura da substancia 1.



Tabela 8: Dados de RMN 'H e RMN-2D (500 MHz, DMSO-dg) da substancia 1.
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H 6 (ppm), multiplic., J (Hz) oc gHMBC () gCOSY (9)

1 - - - -

2 1574 -

3 7,26 (s, 1H) 1070 1134

4 . . - .

5 . . .

6 6,20 (d, 2,0Hz, 1H) 98,0 1042/92,9 6,36

7 —_ —_ — —_

8 6,36 (d, 2,0Hz, 1H 92,9 98,0 6,20

9 —_— —_— —_ —_—

10 1042 -

I 1130

2e6 6,89 (s, 2H) 107,3 W78 ST AS
145,47 136,2

Fes 1454 -

4 1360

1 5,20 (s, 1H) 1014 698

27 3,98 (m, 1H) 69,5 3,55

3 3,55 69,8 3,17 /3,98

4 3,17 (s, 1H) 70,5 3,55

5 3,40 70,0 0,85

6 0,85 (d, 6,0Hz, 3H) 16,8 70,5 3,40

Figura 15: Algumas correlagdes observadas em experimento gHMBC e COSY da substéncia 1.
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O EAF apresentava caracteristicas parecidas com o EBF, por isso seu fracionamento
foi similar, iniciando com seu fracionamento em coluna C-18. A andlise da fracdo EAF-1-6
indicou a presenca de flavondides, pois apresentou espectro de RMN 'H com sinais na regio
aromdtica, e com atividade antioxidante, observada através do teste com solugdo de [3-
caroteno.

EAF-1-6 foi fracionada através de coluna cromatografica com C-18, obtendo-se 11
sub-fracdes, que também foram analisadas. Destas, selecionou-se a sub-fracio EAF-167, em
funcdo da atividade antioxidante observada em teste com solu¢do de [-caroteno, para
fracionamento em CLAE preparativo, resultando em apenas uma sub-fracdo (EAF-167-R,
4,1mg, figura 18, pg. 65) com alto grau de pureza que foi submetida a andlise por espectros de

RMN para a elucidagdo estrutural (substancia 2).

25
Substincia

N 2 ‘\
MW \d

10 20 an 40 a0

Figura 16: Cromatograma da fragdo EAF-167, H,O:ACN (85:15), 254nm.
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O espectro de RMN de 'H apresentou semelhancas com o da substéncia 1, indicando
tratar-se de um flavondide glicosilado, com algumas diferencas nos sinais da regido
aromdtica, como a auséncia do sinal em 9 7,26, atribuido ao H3 do anel C, indicando haver
um substituinte nesta posi¢do. Mostrou também sinais em 0 3-4, indicativos de presenga de
agucar, caracterizado como a ramnose, por mostrar um dubleto em 5,19 &y (2Hz, 1H, H1"’) e

um dubleto em 0,84 8y (6,5Hz, 3H, H6’”) (HARBORNE, 1994).
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Ainda no espectro de RMN'H foram observados sinais em 6,19 & (d, 2,0 Hz, 1H) e
6,35 & (d, 2,0 Hz, 1H) acoplando entre si, indicando um sistema meta substituido para o anel

A, além de sinal em 6,87 d (s, 2H), atribuido aos hidrogénios do anel B 3,4,5-trioxigenado.

o)

Figura 17: Estruturas parciais para a substancia 2, atribuidas respectivamente aos anéis A, B e C de um flavonol.

A atribui¢@o de todos os hidrogénios aos respectivos dtomos de carbono, foi realizada
ap6s andlise cuidadosa dos mapas de contorno no experimento gHMQC de 2.

O espectro de RMN de BC mostrou sinais para C aromaticos (0 92-150) que foram
atribuidos a uma unidade de flavonol, e sinais em & 17,4 e na regido de & 69-72, sugerindo
uma unidade de ramnose como substituinte da aglicona.

Os sinais em & 119,6, 8 107,9, & 145,7 e 6 136,4 foram atribuidos aos carbonos do anel
B, 1’,2°/6°, 3°/5° e 4’ respectivamente, caracterizando um anel 3°,4’,5’-triidroxilado.

A presenga do sinal em 5,2 8y (101,9 8¢) correlacionando a longa distincia (31) pelo
gHMBC com o carbono em & 134,3 atribuido ao C-3, indica que a substincia 2 é um flavonol
na qual a ramnose encontra-se na posi¢ao 3. Outras correlagdes observadas no gHMBC e
COSY estao relatadas na tabela 9 e figura 19.

A anélise dos dados obtidos e comparagdo com a literatura (MAHMOUD et al, 2001)

permitiram atribuir a substancia em questao a estrutura da miricetrina.
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Figura 18: Estrutura da substancia 2.
Tabela 9: Dados de RMN 'H e RMN-2D (500 MHz, DMSO-d;) da substancia 2.
H  é (ppm), multiplic., J (Hz) §C gHMBC (§) gCOSY (d)
1 - - - -
2 --- 157,4 --- ---
3 --- 134,3 - ---
4 - 177,77 --- -
5 - 161,3 --- -
6 6,19 (d, 2,0Hz, 1H) 98,6 103,9/93,5 6,35
7 --- 164,1 --- ---
8 6,35 (d, 2,0Hz, 1H) 93,5 164,1/98,6/156,4/103,9 6,19
9 --- 156,4 - -
10 --- 103,9 - ---
I’ --- 119,6 - ---
2’e6 6,87 (s, 2H) 107,9 157,4/145,7/136,4 -
3es 145,7
4 136,4
17 5,19 (d, 1H) 101,9 70,5/ 134,3 ---
27 3,97 (dd, 1,5;3,5Hz; 1H) 70,0 --- 3,54
3”7 3,54 (dd, 3,0;9,0Hz, 1H) 70,3 --- 3,97/3,15
4> 3,15 (1H) 71,3 70,5 3,54
57 3,33 (1H) 70,5 - 0,84
6"’ 0,85 (d, 6,5Hz, 3H) 17,4 70,5 3,33

65
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Figura 19: Algumas correlagdes observadas em experimento gHMBC e COSY da substancia 2.

Para o fracionamento de AcOEt-M utilizou-se a cromatorafia em contra corrente de
alta velocidade em escala preparativa, j& que muitas classes de substincias podem ser
separadas através desta técnica.

O mecanismo de separacdo do HSCCC ¢ baseado principalmente na diferenca de
solubilidade dos componentes entre as duas fases, entdo as substancias separam-se de acordo
com seus coeficientes de particao. Além das vantagens ja citadas na parte de materiais e
métodos, podemos ainda ressaltar que ¢ uma técnica onde a fracdo ou o préprio extrato pode
ser injetado diretamente, podendo assim, utilizar grande quantidade de amostra e assim,
poupar etapas de purificagdo.

O sistema de solvente escolhido foi a mistura AcOEt:n-PrOH:H,O (6:1:7, v/v/v), que
distribuiu as substancias presentes em AcOEt-M de maneira proporcional nas duas fases, ou
seja, resultou num coeficiente de particdo aproximadamente igual a um. A fase organica
(superior) foi escolhida como sendo a fase mével, e, portanto, a fase aquosa (inferior) para ser
a fase estaciondria.

O processo resultou na coleta de 17 fragdes (CC-1 a CC-17). A andlise do
cromatograma de CC-7 mostra a presenca de um flavondide majoritério, identificado como o
flavonol miricetrina (substincia 2), através de RMN 'H em comparagio com o jd isolado

anteriormente, e dois minoritarios (cromatograma na figura 20, pg.67).
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Figura 20: Cromatograma de CC-7, gradiente H,O/MeOH (iniciando com 5%MeOH), C-18, 350nm.

Os cromatogramas de CC-2 e CC-3, figura 21, com perfis bem parecidos, mostraram a
presenca de dois flavonéides majoritérios. O espectro de RMN de 'H da fracdo CC-3 (figura
49, pg. 98) mostrou se tratar de uma mistura de flavonol e flavona, ja que foi observado um
sinal em &y 7,42 caracteristico do hidrogénio na posi¢do 3 de uma flavona. Pelo espectro de
ultravioleta pdde-se distinguir o flavonol e a flavona, ja que os flavondis possuem valores
para a banda I entre 352-385, enquanto que as flavonas possuem valores entre 304-350
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006), provavelmente devido a presenca de um substituinte na
posicdo 3 (anel C). O flavonol foi atribuido primeiro pico, pois possui Ays €m 354,58 (banda
I), e a flavona ao segundo pico, pois seu valore de Ay para a banda I é de 334,34. Nos
cromatogramas pode-se observar que CC-3 estd enriquecida com o flavonol e CC-2 contém

aproximadamente a mesma quantidade das duas substancias.

5 CC-=2 l *"W
1509 CC-3 i

1

0.00 —»—74'*—1 —#——J/K—”w.‘

Al
- G—
I

-0.22 T T T T T 1
10 20 L) 40 a0
Minutes

Figura 21: Cromatogramas de CC-2 e CC-3, gradiente H,O/MeOH (iniciando com 5%MeOH), C-18, 254nm.
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A andlise dos cromatogramas das fracdes CC-10, CC-13 e CC-14 (figura 22) indica a
presenca de varios picos com grupos cromoforos semelhantes, com bandas no espectro de UV

entre 215 e 240nm.

maAU
Fh

50

25

malU

| CC-13

"o 2o "30 "ao 50
maAlU

750 CC_1 4

0

"0 20 "30 "a0 50
Figura 22: Cromatogramas de CC-10, CC-13 e CC-14, gradiente H,O/MeOH (iniciando com 5%MeOH), C-18,
290nm.

A comparagdo das fracdes obtidas através da técnica de cromatografia em contra
corrente com a matriz de partida (figura 23, pg. 69), mostra que se trata de uma Otima
ferramenta para um fracionamento inicial, visto que as sub-fracdes obtidas contém poucos
constituintes, facilitando sua separagdo, podendo até resultar em alguma substancia com alto

grau de pureza, como foi o caso de CC-7, contendo o flavonol miricetrina.
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Figura 23: Cromatogramas de algumas fra¢des origindrias do fracionamento com HSCCC e da fracdo AcOEt-
M, gradiente HO/MeOH (iniciando com 5%MeOH), C-18, 290nm.
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3.2 Fracionamento do extrato bruto dos frutos de E. jambolana.

Ap6s viarios estudos para a preparagdo do extrato bruto dos frutos enriquecidos em
antocianinas, a condi¢do escolhida foi a solugcdo de MeOH acidificada (1%HCI), que se
mostrou muito eficiente, pois permitiu a extracdo e manteve a integridade das antocianinas,
como pode ser visto nos cromatogramas das fragdes FrX-4 e FrX-5 (figuras 24 e 25).

O fracionamento do extrato bruto dos frutos em CC com XAD (tabela 2), resultou em
nove fracdes. Na eluicdo com dgua, foram obtidas trés fracdes, e uma fracdo para cada eluente
adicional.

Espectros de RMN 'H indicaram que, apesar da forte coloracdo vermelha (indicativo
de antocianinas), as fragdes FrX-1, FrX-2 e FrX-3 contém majoritariamente aguicares. O
espectro de RMN 'H das fragdes FrX-4 e FrX-5 mostraram que contém substincias
arométicas e grande quantidade de agucares.

As andlises em CLAE-DAD das fracdes FrX-4 e FrX-5 indicaram a presenca de trés
antocianinas majoritarias e uma minoritdria (figuras 24 e 25), observadas pelo espectro UV,
com duas bandas caracteristicas, uma em cerca de 274nm e outra ao redor de 524nm. Os
demais picos apresentaram bandas com A, mdx préximos a 250nm no espectro de UV,

sugerindo uma provével presenga de outros substituintes fendlicos.

250
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Figura 24: Cromatograma de FrX-4, gradiente H,O/MeOH (iniciando com 5%MeOH), 254nm.
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Figura 25: Cromatograma de FrX-5, gradiente HO/MeOH (iniciando com 5%MeOH), 254nm.

Apés a andlise em CLAE das fracOes resultantes do procedimento para o

fracionamento de FrX-4 (tabela 7), verificou-se que as antocianinas estavam presentes nas

sub-fracoes FrX-432, FrX-442 e FrX-452, como mostrado no cromatograma de FrX-442 em

254 e 510nm (figura 26), mas com tempos de retencdo diferente aos das figuras 24 e 25,

provavelmente devido as alteracOes causadas pelo uso de diferentes colunas.
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Figura 26: Cromatograma de FrX-442, C-18, gradiente HO/MeOH (iniciando com 5%MeOH).
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O fracionamento de FrX-442 através da coluna cromatogréfica de fase reversa C-18
ndo foi eficiente. Mesmo observando as “faixas” eluindo, as sub-fracOes apresentavam o
mesmo perfil, observados através de CCDC e CLAE.

Apoés vdrias pesquisas na literatura e adaptacdes pode-se chegar a uma condi¢do de
andlise para que a FrX-442 fosse fracionada em CLAE preparativo, porém a maioria da massa
ficou retida na coluna, como podemos observar no cromatograma da figura 27, no qual os

picos selecionados representam as antocianinas, ja que foram observados a A 520nm.
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Figura 27: Cromatograma de FrX-442 0 a 15min 35% B, 16 a 18min 35-40% B, 19 a 35min 40% B, 35 a 40
min 40-100% B, em coluna de fase reversa (fenil-hexila), onde A € dgua (0,5% H;PO,) e B € MeOH a 254nm.

A avaliacdo da atividade anti-radicalar das racdes semi-purificadas de E. jambolana
foi realizado pelo ensaio que determina a porcentagem de seqiiestro de radicais livres da
molécula de DPPH. Os radicais livres sdo formados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana celular através de reacdes de Oxido-redugdo, isto €, as moléculas cedem ou
rececbem um elétron para a formacdo radicalar. Compostos polifendlicos, como as
antocianinas, sdo antioxidantes niao-enzimaticos, e agem inibindo o processo de peroxidagdo
lipidica (BIANCHI & ANTUNES, 1999) doando um &4tomo de hidrogénio para o radical,

evitando assim as reagdes em cadeias.



Figura 28: Mecanismo de reagdo do radical DPPH como antioxidante (doador de H).
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Todas as fragdes testadas frente ao radical livie DPPH apresentaram forte atividade

quando comparada a rutina.

O valor de ICsy € a concentragdo efetiva na qual 50% dos radicais DPPH sao

seqiiestrados, e esses valores das fracdes FrX-4, FrX-442, FrX-452 e FrX-5 foram 0,065,

0,45, 0,038 e 0,044 mg.mL’1 respectivamente. O valor para a rutina foi de 21 umolmL’1

(12,81mgmL™"), evidenciando um potencial antiradicalar marcadamente superior ao

observado para a rutina, usada como controle positivo.
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Figura 29: Atividade seqiiestradora de radicais livres de FrX-4, FrX-442, FrX-452 e FrX-5 frente ao DPPH.
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Como o cétion flavilium € muito estdvel e ndo possui lugar de fécil ruptura da ligacdo,
o espectro de massas das antocianinas apresenta um cdtion intenso [M]". O fon de m/z 288
presente em todos os espectros de massas obtidos foi atribuido a aglicona cianidina.

Aparecem ions no espectro que correspondem aos fons resultantes da fragmentacao
que envolve a clivagem de ligacdes C-C no anel C, tipico de flavonodides agliconas. Quebra na
ligacdo C2-C3, do anel C, figura 33, resulta no ion de m/z 149, observado para todas as
substancias.

Na regidao de maior massa, todo o espectro ¢ dominado por perdas de radicais e/ou
moléculas pequenas que podem proporcionar informagdes adicionais sobre grupos funcionais
presentes nas moléculas.

O mecanismo de fragmentacdo de antocianinas O-glicosiladas envolve a quebra de
ligacOes glicosidicas acompanhadas de transferéncias de um hidrogénio envolvendo perda de
unidade de acucar e resultando em {ons contendo somente a aglicona (OLIVEIRA;

ESPERANCA; FERREIRA, 2001).

Tabela 10: Identificag¢@o das antocianinas de E. jambolana.

Pico t- (min) [M]* [M - actcar]” Antocianina
FrX-4-1 13,7 419 288 cianidina-3-xilosideo
FrX-4-2 14,6 449 288 cianidina-3-glucosideo
FrX-4-3 15,1 595 288 cianidina-3-rutinosideo
FrX-4-4 16,2 491 288 cianidina-3-(6’’-acetoil)-glicosideo

Foi observado o ion m/z 131 no espectro de FrX-4-1 referente ao ion do agucar xilose.
No espectro de massas de FrX-4-2 foi observado um fragmento m/z 345 resultante da
clivagem do agucar (figura 30), também observada para FrX-4-5. O fragmento m/z 244 foi
gerado de acordo com a figura 31, onde ocorre a perda de uma molécula de CO.

A substancia atribuida para FrX-4-3 possui dois agticares, uma glicose ligada ao C-3 e
uma ramnose ligada a glicose, ou seja, um rutinosideo; entdo observou-se no espectro de
massas o fon m/z 309, resultante da perda do agucar total e o fon em m/z 449 resultante da

perda da ramnose. Em m/z 477 observa o pico do fragmento gerado de acordo com a figura
32.
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Com os dados observados e comparacdo com a literatura, que apresenta algumas
antocianinas presentes na espécie (WU & PRIOR, 2005), foi possivel sugerir as substincias

observadas as estruturas citadas na tabela 10, referentes ao cromatograma da figura 35.

Figura 30: Proposta de fragmentagdo para FrX-4-2.
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Figura 31: Esquema de formacao de m/z 244 para FrX-2.
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Figura 32: Proposta de fragmentagdo para FrX-4-3.

OH

+
o K

oH 149

Figura 33: Rearranjo proposto para justificar o fon m/z 149.

Figura 34: Proposta de fragmentagdo para FrX-5.
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Figura 35: Cromatograma de FrX-4 (C18, grad H,O/MeOH, 520nm) analisado em espectrometria de massas e
os referentes espectros de UV.
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Figura 36: Espectro de massas de FrX-4-1.
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Figura 37: Espectro de massas de FrX-4-2.
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Figura 38: Espectro de massas de FrX-4-3.
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Figura 39: Espectro de massas de FrX-4-4.
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4 CONCLUSOES

O fracionamento cromatografico das folhas de E. jambolana, através de técnicas
cromatograficas usuais (colunas cromatograficas e CLAE) conduziu ao isolamento de dois
flavondides, um inédito, 5,7,3°,5’-tetraidroxi-4’-ramnosil-flavona (1) e o flavonol miricetrina
(2) com forte atividade antioxidante, observada através do método de descoramento do [3-
caroteno em CCD. O flavonol miricetrina também foi isolado através de HSCCC em grande
quantidade, favorecida pela auséncia de suporte solido, e, portanto, da perda de massa por
adsorcao.

A forte atividade antioxidante observada para miricetrina pode ser relacionada com a
presenca dos grupos hidroxila no anel B que proporciona uma maior estabilidade ao radical
formado apds a doagdao de um hidrogénio radicalar em processos redox, ja que contribui para
a deslocalizacdo dos elétrons. Adicionalmente, a atividade antioxidante € intensificada pela
presenca de um sistema carbonilico a, P-insaturado do anel C, que faz com que a
deslocalizacgdo eletronica a partir do anel B aumente.

Uma ferramenta muito ttil no processo cromatogréfico foi a utilizacdo de CLAE com
detector em arranjo de diodos (DAD), que possibilitou a visualizacdo dos cromatogramas em
diversos comprimentos de onda e também a comparagao das curvas de absor¢do na regiao de
ultravioleta dos picos de interesse, fornecendo informagdes importantes sobre as estruturas
dos constituintes quimicos com grupos cromoéforos.

O método de extracdo utilizado para os frutos foi bem selecionado, ja que o objetivo
de conseguir fracdes ricas em antocianinas foi alcangado. Apesar do método estabelecido em
CLAE analitico ter fornecido cromatogramas com boa resolucdo, a transposi¢do do método
para escala preparativa através de cromatografia em coluna e CLAE com C-18 e fenil-hexila
nao foram eficientes para o isolamento das substancias presentes em FrX-442.

Os espectros de massas forneceram importantes informacdes sobre as estruturas das
antocianinas presentes nos frutos que, aliados as informagdes obtidas através da andlise em
CLAE-DAD e em comparacdo com dados da literatura, proporcionou a identificacao das
mesmas como cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-rutinosideo e
cianidina-3-(6’’-acetoil)-glicosideo.

Os testes de seqiiestro do radical DPPH mostraram que todas as fragdes enriquecidas
em antocianinas analisadas t€ém uma maior atividade antioxidante quando comparado com a

rutina. Esses resultados confirmaram que as antocianinas possuem um poder antiradicalar
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muito forte, por vezes bastante superior ao substincia de referéncia rutina, considerado um
otimo agente antioxidante. Os dados obtidos sugerem um possivel uso dos extratos
enriquecidos com antocianinas de E. jambolana como agente quimiopreventivo,
principalmente se complementados com outras informagdes relevantes, como por exemplo, a

avaliagdo da toxicidade.
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ANEXO A

Espectros de RMN das substincias isoladas.
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ANEXO B

Atividades Extras e Curriculares



Disciplinas Cursadas
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Disciplina Ano Semestre | Créditos | Conceito
Quimica Organica Avangada 2005 1 12 B
Métodos Espectrométricos 2005 1 12 B
Teoria e Método de Separagdo, Isolamento e

o . 2005 2 12 A
Purificacdo de Compostos Organicos
Estagio de Docéncia (Quimica Organica III) 2006 1 4 A
Estereoquimica de Farmacos 2007 1 3 A

TOTAL GERAL DE CREDITOS

43




Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Carenina Vidotte Plaza

Filiacao José Roberto Plaza e Marilei Vidotte Plaza
Nascimento 31/05/1983 - Monte Azul Paulista/SP - Brasil
Carteira de Identidade 294684554 SSP - SP - 17/05/2000
CPF 30424538806

Endereco residencial Avenida Major Walter Carlson, 06
Jd Santa Lucia - Araraquara

14800125, SP - Brasil

Telefone: 16 33335794

Celular: 16 97069516
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Endereco profissional Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Quimica

de Araraquara

Rua Professor Francisco Degni
Quitandinha - Araraquara
14800-060, SP - Brasil
Telefone: 16 33016600 r. 6793

Endereco eletronico

e-mail para contato : careninavp@uol.com.br
e-mail alternativo : ninaplaza@yahoo.com.br

Formacao Académica/Titulacao

2005 Mestrado em Quimica.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Investigagao fitoquimica e avaliagdo da atividade antioxidante de Eugenia jambolana Lam.

Orientador: Dulce Helena Siqueira Silva

2001 - 2004 Graduagdo em Quimica.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Estudo Fitoquimico dos Galhos de Erytrina speciosa Andrews

Orientador: Angela Regina Aradjo

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico

Formacao complementar

2002 - 2002 Curso de curta duracao em Aditivos Alimenticios.
Pontificia Universidade Catdélica do Parana, PUC-PR, Curitiba, Brasil

2002 - 2002 Curso de curta duracao em Conservacgao e Uso Sustentavel da Diversidade de PI.

Instituto de Quimica - Unesp - Araraquara, |Q, Brasil, Ano de obten¢do: 2002

2003 - 2003 Curso de curta duracdo em A escola diante das mudangas: os desafios contempo.

Instituto de Quimica - Unesp - Araraquara, 1Q, Brasil
2003 - 2003 Curso de curta duracdo em Comunicacao Oral e Escrita.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

2003 - 2003 Curso de curta duracdo em Publicacao Cientifica.
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Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil
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2003 - 2003 Curso de curta duracao em Atualizacao de Cachaca Artesanal de Qualidade.
Universidade Federal de Vigosa, UFV, Vicosa, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta duracdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCAR, Sao Carlos, Brasil

2005 - 2005 Curso de curta duracdo em Atividades Animicas e Biodiversidade.

Instituto de Quimica - Unesp - Araraquara, |1Q, Brasil

Areas de atuacido

1. Quimica
2. Quimica Orgéanica
3. Quimica dos Produtos Naturais

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem
Espanhol Compreende Bem , Fala Pouco, Escreve Pouco, Lé Bem

Producaoem C, T & A

Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. PLAZA, C. V., SILVA, D. H. S., CAVALHEIRO, A J, BOLZANI, V. S., CASTROGAMBOA, I.
Antioxidants from fruits and leaves of Eugenia jambolana, an edible Myrtaceae species from Atlantic
Forest.

Planta Medica (Stuttgart). , v.72, p.1038 - , 2006.

Comunicacoes e Resumos Publicados em Anais de Congressos ou Periddicos (completo)

1. PLAZA, C. V., SILVA, D. H. S., CAVALHEIRO, A. J., BOLZANI, V. S., CASTROGAMBOA, I.
Antioxidants from fruits and leaves of Eugenia jambolana, an edible Myrtaceae species from Atlantic
Forest

In: 54th Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant Research, 2006, Helsinki.

Book of Abstracts of the 54th. GA congress, 2006.

Demais producoes bibliograficas

1. PLAZA, C. V., Chiba, J., SILVA, D. H. S.
Antioxidant phenolic compounds from Eugenia jambolana leaves and fruits, 2006.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

2. PLAZA, C. V., SILVA, D. H. S., CAVALHEIRO, A. J., BOLZANI, V. S., CASTROGAMBOA, I.
Antioxidants from fruits and leaves of Eugenia jambolana, an edible Myrtaceae species from
Atlantic
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