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Informacdes Sistematizadas da Relagado Nacional de
sdeInte ao SUS
iceae — Pitangueira

1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

Eugenia uniflora L

1.2 SINONIMIAS BOTANICAS

Eugenia uniflora, Eugenia arechavaletae, Eugenia brunnea, Eugenia dasyblasta,
Eugenia decidua, Eugenia didfana, Eugenia fuscopunctata, Eugenia gracilipes,
Eugenia michelii, Eugenia oblongifolia, Eugenia strigosa, Eugenia zeylanica, Eugenia
brasiliana, Eugenia costata, Eugenia indica, Eugenia lacustres, Eugenia microphylla,
Eugenia parkeriana, Plinia rubra, Stenocalyx nhampiri, Eugenia lineatifolia, Eugenia
bergii, Luma arechavaletae, Luma costata, Luma dasyblasta, Luma strigosa, Myrtus
brasiliana, Myrtus willdenowii, Plinia pedunculata, Plinia petiolata, Plinia tetrapétala,
Stenocalyx affinis, Stenocalyx brunneus, Stenocalyx costatus, Stenocalyx dasyblastus,
Stenocalyx glaber, Stenocalyx grandifolius, Stenocalyx impunctatus, Stenocalyx
lucidus, Stenocalyx michelii, Stenocalyx oblongifolius, Stenocalyx strigosus, Syzygium
michelii, Stenocalyx uniflorus.™

1.3 FAMILIA

Myrtaceae.?
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1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1— Folhas e frutos da espécie Eugenia uniflora L.

Fonte: Yanna Dantas Rattmann.

1.5 NOMENCLATURA POPULAR

No Brasil, seus nomes populares mais conhecidos sao pitanga (que significa
“vermelho profundo” em Tupi) e pitangueira, porém, podem variar entre as
diferentes regides do Brasil ou entre os paises onde a espécie pode ser encontrada,
passando a ser também conhecida como pitango, cereja brasileira, cereja pitanga,
ibitanga, pitangatuba, ginja, nangapiry, cereja cayena, cereja do Suriname, cerejeira
kanak, cerejeira de Cayenne, cerejeira de Maré e boobo.*"

1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A Eugenia uniflora L. é nativa do Brasil e comumente encontrada entre os
estados da Bahia até o Rio Grande do Sul."™*" Também encontra-se vastamente
distribuida em outros paises da América do Sul, como Argentina, Paraguai e



Informacdes Sistematizadas da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Eugenia uniflora L., Myrtaceae - Pitangueira

Uruguai.”'® Além disso, pode ser encontrada nas guianas e em paises da América
Central,”"® no sudeste da Asia e da Africa® e também na Austrélia,"® caracterizando-
-se, sobretudo, como espécie de regides tropicais e subtropicais.”” Essa espécie tem
sido cultivada na Flérida, na Califérnia, no Haval, na China Meridional, no Ceilao, no
Sri Lanka, na India, na Argélia, na Tunisia, no Egito, na Nigéria, em Madagascar, na
Africa do Sul, em Israel, no sul da Franca e na Holanda.?"%

Figura 2 — Distribuicao geografica da espécie Eugenia uniflora L. em territdrio brasileiro.
Ressaltando sua maior presenca nos estados da Bahia, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina’

St

= 1.7 OUTRAS ESPECIES CORRELATAS DO GENERO,
NATIVAS OU EXOTICAS ADAPTADAS

Segundo a estratégia de busca aplicada, foram relatadas as seguintes espécies
correlatas do género: Eugenia dysenterica” Eugenia jambolana,'*"** Eugenia
malaccensis” Eugenia beaurepaireana, Eugenia brasiliensis, Eugenia catharinae
e FEugenia umbeliflora’® Eugenia caryophyllata” Eugenia schuechiana, Eugenia
plicato-costata, Eugenia rostrifolia, Eugenia involucrata, Eugenia tiguyensis® Eugenia
caryophillus*'

13
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Pitangueira

2.1 PARTE UTILIZADA/ORGAO VEGETAL

Foram obtidos registros da utilizacdo dos ramos finos,' das cascas do caule,
das sementes,* das partes aéreas,* dos frutos* e das folhas. Porém, o material
vegetal de interesse farmacoldgico é, sobretudo, a folha, que constitui 72% da
bibliografia analisada. Ha relatos da utilizacdo das folhas secas, folhas frescas,
brotos ou folhas jovens. &

2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

As folhas da Eugenia uniflora L. sao simples, ovais laceoladas, em geral
com 4,5 cm a 6,2 cm de comprimento e 2,0 cm a 2,7 cm de largura, glabras,
membranaceas a levemente coridceas, com apice agudo a acuminado, por vezes
levemente falcado, base aguda a obtusa, margem inteira, peninérveas, com
nervura principal mais proeminente na regiao mediano basal da face abaxial (ver
Figura 3). Nervacao camptodromo-broquidédroma, cada nervura secundaria
partindo em angulo agudo em relacao a principal, anastomosando-se com sua
superior subsequente, de modo a formar uma série de arcos nas proximidades
do bordo foliar; as nervuras secundarias e de ordem superior determinam
aréolas incompletas, com terminacoes vasculares livres. Peciolo com 0,3 cm a
0,6 cm de comprimento. No material seco, a face adaxial da lamina é verde-
-escura e a abaxial mais clara. As glandulas, presentes na lamina, dificilmente séo
visualizadas sem auxilio de lentes.*!

15



Figura 3 — Exsicata de Eugenia uniflora L.
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Plantas Medicina

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

De acordo com a Farmacopeia Brasileira,"" as folhas da espécie Eugenia
uniflora L. sao hipoestomaticas, de mesofilo dorsiventral. Em seccao transversal,
a lamina foliar apresenta epiderme uniestratificada, recoberta por espessa
camada de cuticula. Os estbmatos sao do tipo paracitico, ocorrendo na mesma
altura que as células epidérmicas fundamentais. Estas, em ambas as faces,
mostram dimensodes variadas e paredes anticlinais sinuosas. Nas células-guarda
0 espessamento da face interna é proeminente, sendo visualizado na forma de
alteres. O parénquima palicadico é uniestratificado e acompanhado por células
coletoras. As células em palicada ocupam de 25% a 30% do mesofilo, sendo,
em geral, de dimensbdes menores na porcao basal da lamina. O parénquima
esponjoso possui de sete a nove estratos de células com projecdes braciformes
relativamentelongas, o que permite aformacao de amplos espacosintercelulares.
No mesofilo sdo comuns idioblastos cristaliferos contendo cristais rémbicos de
oxalato de calcio e drusas, sendo estas mais abundantes, especialmente junto
aos feixes vasculares. Cavidades secretoras esquizolisigenas, em média com 60
um de diametro, contendo gotas de 6leo, sao comuns subjacentes a epiderme,
em ambas as faces foliares, embora mais abundantes na face adaxial. As duas a
quatro células epidérmicas que recobrem externamente a cavidade secretora
apresentam paredes internas retas. O epitélio dessas cavidades, em seccao
transversal, é formado por cinco a oito células. Na regido da nervura principal,
de contorno plano-convexo, ou raramente levemente cOncavo-convexo ou
biconvexo, ocorrem subjacentes a epiderme uma a trés camadas de colénquima
anelar com espessamentos ténues. O feixe vascular principal é do tipo bicolateral,
em arco aberto, envolto por dois a trés estratos de células parenquimaticas de
paredes espessadas e uma bainha de fibras, exceto nas extremidades do arco. O
floema apresenta abundancia de cristais rombicos de pequenas dimensoes. As
nervuras secundarias e as de menor calibre sdo colaterais, com calotas de fibras
em ambos 0s polos dos tecidos condutores. O peciolo, de contorno cdncavo-
convexo, apresenta pequenas expansoes laterais. A epiderme é uniestratificada,
contendo substancias de coloracdo castanha, também presente nas células do
parénquima fundamental subjacente, colenquimatoso, o qual apresenta todas
as suas células com ténues espessamentos em celulose. Cavidades secretoras,
semelhantes as da lamina, também estao presentes subepidermicamente. Graos
de amido, drusas e cristais ocorrem em abundancia por todo o parénquima
fundamental. O feixe vascular configura-se em arco aberto, bicolateral, com

17
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abundancia de cristais rombicos no floema, envolto por quatro a oito camadas
de tecido parenquimatico de paredes espessadas, formando uma bainha
perivascular. Fibras, isoladas ou em grupos de dois a trés elementos, raramente
estdo presentes ao redor do feixe vascular®' Detalhes adicionais nas figuras a
seguir.

Figura 4 — Seccdes paradérmicas da lamina foliar de Eugenia uniflora L.**

Em coloracao com azul de Alcian/Safranina. A) Epiderme adaxial. B e C) Epiderme abaxial. Crs = células que
circundam radialmente a cavidade secretora; Cv = cavidade secretora; Es = estomato. Disponivel em: http://
www.revistas.ufg.br/index.php/REF/article/download/5148/4255.
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Figura 5 — Seccao transversal da lamina foliar de Eugenia uniflora®

Apresenta epiderme unisseriada em ambas as faces. Na face adaxial observa-se cuticula espessa (Painel C),
mesofilo dorsiventral com parénquima palicadico unisseriado, parénquima lacunoso com varias camadas de
células (Painéis A, B e C), cavidades secretoras proximas a epiderme adaxial (Painéis A e D) e abaxial (Painéis
A e E). Em algumas regides, nota-se parénquima pali¢adico bisseriado (Painel I). Observam-se no parénquima
pali¢adico idioblastos contendo drusas (Painel G) e cristais prismaticos (Painel H). Os feixes vasculares de
menor calibre apresentam extensao de bainha e esclerénquima associado ao floemaexilema (Painel F).
Reacgoes histoquimicas, como reagente de Steinmetz, evidenciam, além da cuticula espessa na epiderme
adaxial, compostos fendlicos no parénquima palicadico e lacunoso (Painel I). Compostos fendlicos sao
também evidenciados pelo cloreto férrico. Em reacao com Sudan Ill, além da cuticula, observam-se gotas de
material lipidico nos parénquimas palicadico e lacunoso (Painel C). Disponivel em: http://www.revistas.ufg.
br/index.php/REF/article/download/5148/4255.

= 2.4INFORMACOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES VEGETAIS SIMILARES
QUE POSSAM SER UTILIZADAS COMO ADULTERANTES 19

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.
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3.1 ESPECIE VEGETAL / DROGA VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

As folhas secas apresentam odor citrico e sabor picante.”

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

Nao determinado. Porém, a Farmacopeia Brasileira estipula no maximo 2% de
material estranho na constituicao de droga vegetal.*!

3.1.2.2 Microbioldgico
Informacao ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.1.2.3 Teor de umidade
O teor de agua aceito nas amostras tem o limite maximo estipulado de 10%."

3.1.2.4 Metal pesado
Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.1.2.5 Residuos quimicos
Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.1.2.6 Cinzas
O teor de cinzas totais deve ser no maximo 11%, enquanto o teor de cinzas

sulfatadas, 14%.*
3.1.3 Granulometria

Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.1.4 Prospeccao fitoquimica

A Farmacopeia Brasileira descreve, em detalhes, diferentes metodologias para
os testes de prospeccao para taninos totais e flavonoides totais:*

Taninos totais: preparar a solucao estoque pesando exatamente 0,75 g da
droga pulverizada (250 um) e transferindo para um erlenmeyer de 250 mL com
boca esmerilhada. Adicionar 150 mL de agua destilada. Aquecer em banho-
-maria durante 30 minutos a temperatura de 60°C. Resfriar em dgua corrente e

21
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transferir para um baldo volumétrico de 250 mL. Lavar o erlenmeyer e transferir
as aguas de lavagem com todo conteldo de droga vegetal para o mesmo baldao
volumétrico. Completar o volume com agua destilada. Deixar decantar e filtrar o
liquido sobrenadante em papel de filtro. Desprezar os primeiros 50 mL do filtrado.
Em seguida, proceder com a espectrofotometria de absorcéo no visivel.*!

Para o doseamento de flavonoides totais, deve-se preparar as solucées
descritas a seguir e proceder com a espectrofotometria de absorcao no visivel.

Solucao estoque: pesar, exatamente, cerca de 0,4 g de droga moida (240 um),
e transferir para um baldo de fundo redondo de 100 mL. Adicionar 1 mL
de solucdo de metenamina a 0,5% (p/v) em agua, 20 mL de acetona e 2 mL
de acido cloridrico. Aquecer sobre manta de aquecimento, mantendo
sob refluxo, por 30 minutos. Filtrar por meio de pequena quantidade de
algodao para um balao volumétrico de 100 mL. Lavar o residuo da droga
e 0 algoddao no mesmo balao de fundo redondo, com 20 mL de acetona.
Manter sob refluxo, por dez minutos, e filtrar em algoddo para 0 mesmo
baldo volumétrico de 10 mL. Repetir essa operacao mais uma vez. Resfriar
a temperatura ambiente e completar o volume com acetona. Transferir
20 mL de solucao acetdnica para funil de separacao (125 mL), 20 mL
de dgua destilada e extrair com uma porcao de 15 mL de acetato de
etila, repetir a extracao por trés vezes, com porcoes de 10 mL de acetato
de etila. Reunir as fases acetato de etila e lavar em funil de separacao
com duas porcoes de 50 mL de dgua destilada. Transferir a fase acetato
de etila para balao volumétrico de 50 mL e completar o volume com
acetato de etila.

Solugdo amostra: transferir volumetricamente 10 mL da solucao estoque
para baldao volumétrico de 25 mL, adicionar 1 mL da solucao de cloreto
de aluminio a 2% (p/v) em metanol, completar o volume com solucao
metandlica de acido acético a 5% (v/v).

Solugcdo branco: transferir 10 mL da solucdo estoque para baldo
volumétrico de 25 mL e completar o volume com solucao metandlica de
acido acético a 5% (v/v). Medir a absorbancia da solucao amostra a 425
nm, em cubeta com 1 cm de espessura, 30 minutos apds seu preparo,
utilizando a solugao branco para ajuste do zero. Calcular o teor flavonoides
totais, expressos em quercetina.”'
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3.1.5 Testes fisico-quimicos

Informacédo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.1.6 Testes de identificacao

De acordo com a Farmacopeia Brasileira," deve-se utilizar o método de
cromatografia em camada delgada, utilizando silica-gel F254, com espessura de
250 um, como fase estacionaria; e mistura de acetato de etila, acido férmico e dgua
(75:5:5), como fase mavel. Aplicar, separadamente, a placa, em forma de banda, 20
UL da solucao (1) e 10 pL da solucao (2) e da solucao (3), recentemente preparadas,
conforme descritas a sequir:

« Solucdo (1): pesar, exatamente, 10 g da droga moida, acrescentar 100
mL de dgua e aquecer sob refluxo por 15 minutos. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, filtrar a solucao obtida em algodao, sob pressao
reduzida. Extrair a fase aquosa resultante com trés porcdes de 25 mL de
acetato de etila em funil de separacdo de 125 mL. Deixar em repousou em
freezer a temperatura de -18°C durante 15 minutos, para total separacdo
das fases. Reunir e filtrar as fracdes organicas com 5 g de sulfato de sodio
anidro. Evaporar a fracdo organica em evaporador rotatério sob pressao
reduzida até residuo. Ressuspender o residuo com 1 mL de metanol.

+ Solucgdo (2): pesar cerca de 1 mg de epicatequina e dissolver em 2 mL de
metanol.

« Solucao (3): pesar cerca de 1 mg de 4'-O-metilgalocatequina e dissolver
em 1 mL de metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e deixar secar em capela de
exaustao. Nebulizar a placa com solucao de cloreto férrico a 1% (p/v) em metanol.
O cromatograma obtido com a solucéo (1) apresenta duas manchas de coloracao
cinza azulada, na mesma altura que as verificadas nos cromatogramas obtidos com
a solucao (2) e a solucao (3) (Rf de aproximadamente 0,85 e 0,87, respectivamente),
no quadrante central sao observadas duas manchas de coloracao castanho azulada.

A Farmacopeia Brasileira descreve ainda o método para a identificacdo de
curzerenos, conforme o procedimento em cromatografia a gas. Deve-se utilizar
cromatografo provido de detector de espectrometria de massas; coluna capilar
de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno, preenchida com
propilenoglicol, com espessura do filme de 0,25 um; temperatura da coluna de
60°C a 250°C, a 3°C por minuto (total de 80 minutos), temperatura do injetor a
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220°C e temperatura do detector a 230°C; utilizar hélio a uma pressao de 80 kpa
como gas de arraste com fluxo de 1 mL/minuto. Utilizar mistura de nitrogénio, ar
sintético e hidrogénio (1:1:10) como gases auxiliares. Deve-se injetar 1 pyL do 6leo
volatil em éter etilico (2:100) no cromatografo a gas, utilizando divisao de fluxo de
1:50. Os isdbmeros do curzereno devem apresentar tempo de retencao relativo de
aproximadamente 1.845*

A Farmacopeia Brasileira fornece diferentes opcoes para a identificacao de
taninos, conforme transcritas a seguir:

- Aquecer,sobrefluxo, cercade 3 gdadroga pulverizadacom 60 mL de dgua
destilada durante 15 minutos. Esfriar e filtrar. A 2 mL do extrato adicionar
duas gotas de acido cloridrico e gotejar gelatina. O aparecimento de
precipitado nitido indica reacao positiva para taninos.

- A 2 mL do extrato obtido no teste para identificacdo de curzerenos,
adicionar 10 mL de agua e duas a quatro gotas de solucdo de cloreto
férrico a 1% (p/v) em etanol. O desenvolvimento de coloracdo cinza-
-escura indica reacdo positiva para taninos.

« A 2 mL do extrato obtido no teste para identificacao de curzerenos,
adicionar 0,5 mL de vanilina a 1% (p/v) em metanol e 1 mL de acido
cloridrico. O desenvolvimento de coloracdao vermelha indica reacao
positiva para taninos.

-« A5 mL do extrato obtido no teste para identificacdo de curzerenos,
adicionar 10 mL de &cido acético 2 M e 5 mL de acetato de chumbo SR. O
aparecimento de precipitado esbranquicado, indica presenca de taninos.

Além desses testes, a Farmacopeia Brasileira descreve uma forma de
identificacdo de agliconas flavonoidicas, por meio da adicao de pequenos
fragmentos de magnésio e 1 mL de &cido cloridrico a 5 mL do extrato obtido no
teste para identificacao de curzerenos. O aparecimento de coloracao vermelha
indica a presenca de agliconas flavonofidicas.”

3.1.7 Testes de quantificacao

3.1.7.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a droga vegetal constituida pelas
folhas secas da espécie contém, no minimo, 5% de taninos, 1% de flavonoides
totais, expressos em querceting; e, 0,8% de 6leos voléteis. O dleo volatil é
constituido de, no minimo, 27% de curzerenos (cis e trans).*!
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3.1.8 Outras informacées titeis para o controle de qualidade

A Farmacopeia Brasileira e os artigos cientificos consultados ndo sugeriram
um marcador especifico a ser considerado para fins de producao e padronizacao
de fitoterapicos.

3.2 DERIVADO VEGETAL

3.2.1 Descricao

Nos artigos consultados, diferentes extratos foram obtidos: aquosos,*’*
hidroalcodlicos,** metanolico,"**” etandlico,****#3° organicos™* e fluido
supercritico (CO2).#** Além de fracbes: metandlica, butandlica, acetato de etila,
cloroférmio e hexano.*™ E muitos estudosforam realizados com o 6leo essencial %5

3.2.2 Método de obtencao

Diversos métodos de extracdo foram utilizados. Entre eles infusdo,
decocgao™ Soxhlet,**# maceracao estatica,”* maceracao dinamica,” extracao
supercritica.#**% Qs 6leos essenciais foram extraidos frequentemente por arraste
de vapor em um aparato do tipo Clevenger®**%% também por meio de extracao
em Soxhlet com hexano,”” ou ainda por extracao supercritica.”

A Farmacopeia Brasileira descreve os seguintes procedimentos para a
obtencao dos 6leos volateis: utilizar balao de 1.000 mL contendo 500 mL de dgua
destilada como liquido de destilacdo e 0,5 mL de xileno, que deve ser introduzido
pela abertura lateral. Utilizar planta seca rasurada e ndo contundida. Proceder a
determinacao de 6leo volatil, a partir de 100 g da droga rasurada. Destilar durante
quatro horas.”

Em uma das referéncias consultadas, um extrato etnoterapéutico foi
preparado no dia da sua administracdo em animais, usando-se a proporgao
de 0,7 gramas de folhas secas para cada litro de dgua. As folhas foram fervidas
durante 20 minutos e posteriormente filtradas, de acordo com a forma de
preparo tradicional ®Estimou-se que a quantidade ingerida em 24 horas por um
homem de 70 kg corresponde a uma dose terapéutica de 0,4 mg/kg/h, a qual foi
reproduzida nos testes posteriores de hipotensao em animais (a ser detalhado
em outro item).
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3.2.3 Caracteres organolépticos

Esta informacdo ndo foi descrita para o derivado vegetal nas referéncias
avaliadas.

3.2.4 Requisitos de pureza

3.2.4.1 Perfil de contaminantes comuns
Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.2.4.2 Microbiolagico

Informacéo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.2.4.3 Teor de umidade

Informacédo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.2.4.4 Metal pesado
Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.2.4.5 Residuos quimicos
Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.2.5 Testes fisico-quimicos

Informacao nao descrita nas referéncias consultadas.

3.2.6 Prospeccao fitoquimica

O conteudo total de compostos fendlicos foi predominantemente avaliado
pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, o qual confirmou a presenca
desses constituintes quimicos em varios extratos e fracbes obtidas da Eugenia
uniflorg L.182224213280871 Gypta e colaboradores’ determinaram o conteudo total de
compostos fendlicos para os extratos aquoso e metanolico das folhas, resultando,
respectivamente, em 8,75+ 1,34 e 16,80 + 1,82 mg de &cido galico por peso seco.”

Determinacbes colorimétricas também confirmaram a presenca de
flavonoides e de derivados flavondis, sobretudo na fracdo acetato de etila e fracao
buta né| |Ca 5,27,36,69,70,73

Os extratos e fragdes da Eugenia uniflora L. ainda apresentaram testes positivos
para alcaloides, cumarinas, antraquinona, esteroides, triterpenos heterosidios e
saponinas.'0s07475



Na fracdo diclorometano das folhas foram obtidas reacdes positivas para
esteroides e ftriterpenos; na fracdo acetato de atila, compostos fendlicos e
flavonoides; e na fracdo aquosa foram detectados os elagitaninos.®

Foram relatadas ainda reacbes positivas para mucilagens, glicosideos
cardiotonicos e 6leo essencial nas folhas de E. uniflora.’®

Foram realizados ainda ensaios colorimétricos especificos que confirmaram
a presenca de antocianinas, betacaroteno e licopeno nos extratos da polpa dos
frutos de Eugenia uniflora L.

3.2.7 Testes de identificacao

A composicao quimica do 6leo essencial foi frequentemente avaliada usando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).1##17&80

Foram realizados ensaios de identificacdo dos constituintes de extracdes de
diferentes partes da Fugenia uniflora L. por meio de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, carbono-13 e hidrogénio,"3%3237467781 A identificacdo
dos compostos individuais foi obtida por comparacao dos indices de retencao
com arquivos da biblioteca do GC/MS ou da literatura cientifica.*™® A cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) e a ressonancia magnética (RMN) também
contribufram para a identificacdo dos compostos presentes na planta.?*57"#

Foram identificados diversos constituintes na fracdo butandlica das folhas da
Eugenia uniflora L., entre estes a quercetina, a miricetina (compostos majoritarios), o
acido galico, os acucares isolados como arabinose, ramnose, galactose e glicose, ou
associados aos constituintes como miricetina-ramnosidio, quercetina-ramnosidio,
miricetina-hexosil-galato, quercetina-hexosil-galato, quercetina-ramnosil-galato.’
Outros estudos com extratos das folhas confirmaram a presenca da miticitrina,
esteroides, compostos mono e triterpenoides, taninos, antraquinonas, fendis,
cineol e 6leos essenciais nas folhas,* e hiperosidio.*

No extrato metandlico da polpa dos frutos foram identificadas antocianinas,
especialmente a cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo.** Também
nos frutos foram identificados varios compostos fendlicos, como a miricetina e
derivados da quercetina, por exemplo, quercitrina, isoquercitrina, além da cianidina
derivados, entre outros,® selina-1,3,7''-trien-8-ona, além do acido citrico, oxalico,
pectina e carotenoides
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A extracao supercritica dos frutos resultou em um extrato rico em compostos
fendlicos, incluindo antocianinas e os sequintes carotenoides: All-trans-luteina, All-
trans-zeaxantina, All-trans-ribuxantina, cis-rubixantina I, cis-rubixantina Il, All-trans-
beta-criptoxantina, All-trans-licopeno, 13-cis-licopeno, All-trans-alfa-caroteno,
all-trans-gama-caroteno,  (all-trans-+9-cis)-beta-caroteno e (13-cis-+15-cis)-
betacaroteno.”* Afracao aquosadosfrutosde pitanga contém, além dosflavonoides
miricitrina, quercetina e seus derivados, terpenoides como monoterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos hidrolisados como eugeniflorina D1 e o
eugenoflorina D2.

No o6leo essencial das folhas foram identificados a-copaeno, B-elemeno,
a-humuleno, allo-aromadendreno, [3-selineno, ledol, spatulenol, cubenol?
curzereno, selina 1,3,7, trien-8-ona, atractilona e furanodiona,” citronol, geranilol,
cineol e sesquiterpenos,”’ citronelol, geraniol, linalol,* 3-cariophyleno, éxido selina-
1,3,7-trien-8-ona, germacreno A, germacreno B, germacreno D.”®

Melo e colaboradores” ainda identificaram no 6leo essencial os seguintes
compostos: &-elemeno, [3-E-caryofileno, y-elemeno, aromadendreno, allo-
aromadendreno, [(-chamigreno, [3-selineno, biciclogermacreno, anodieno/
furanoelemeno, &-cadineno, selina-3,7"-dieno, ledol, spatulenol, globulol,
viridiflorol, guaiol, B-elemenona, 1,10-di-epi-cubenol, 10-epi-3-eudesmol, 1-epi-
cubenol, y-eudesmol, T-cadinol, T-muurolol, f-eudesmol, a-cadinol, atractilona,
a-bisabolol, (E,E)-germacrona, (E)-nerolidol acetato.”

3.2.8 Testes de quantificacao

3.2.8.1. Componentes quimicos e suas concentragées: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

Noextrato etandlicodasfolhasde Eugeniaunifloral..,,o conteldo de compostos
fendlicos totais correspondeu a 9,22%, o de taninos 5,08% e flavonoides 0,53%.%
No o6leo essencial obtido por extracao das folhas por hidrodestilacao e posterior
extracdo com diclorometano foram quantificados os seguintes constituintes:
curzereno (85,1%), germacreno B (2,0%), B-elemeno (1,9%), furanodieno (1,2%),
selin-11-en-4-alfa-ol (1,0%), germacreno D (0,9%), bicyclogermacreno (0,9%),
atractilona (0,8%), entre outros, totalizando 97,3% do 6leo essencial®®. Em outro
estudo, foram identificados em diferentes concentracdes o furanodieno e seu
produto de rearranjo, furanoelemeno (ou curzereno, 50,2%), 3-elemeno (5,9%)
e a-cadinol (4,7%), os quais foram os compostos majoritarios no dleo essencial
extraido das folhas.*”

Em um estudo de Ogunwande e colaboradores” foi relatado que os
componentes majoritarios do 6leo essencial das folhas eram: curzereno (19,7%),
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selina-1,3,7"-trien-8-ona (17,8%), atractilona (16,9%) e furanodieno (9,6%),
enquanto aqueles majoritarios no 6leo dos frutos eram: germacrona (27,5%),
selina-1,3,711-trien-8-ona (19,2%), curzereno (11,3%) e oxidoselina-1,3,7M-trien-8-
ona (11,0%).”

A andlise multivariada da composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas
de Fugenia uniflora L., provenientes de plantas com cores distintas de fruto, indicou
a presenca de trés grupos de 6leos em relacao ao bidtipo do fruto das amostras.
O primeiro grupo incluiu amostras de frutos amarelos, vermelhos escuros e roxos
contendo altas percentagens de germacreno B (11,1%-30,7%), germacrona (9,8%-
54%) e atractilona (0%-19,9%). No grupo Il, com amostras de frutos vermelho-
claros, os constituintes majoritarios foram o curzereno (42,0-43,2%), germacreno
D (8,7%-9,0%) e germacreno A (5,9%-8,9%), enquanto o grupo Il incluiu amostras
com frutos vermelho-alaranjados, caracterizadas por um alto contetddo de selina-
1,3,7M-trien-8-ona (40,3%-55,4%) e epodxido de selina-1,3,7M-trien-8-ona (12,7%-
24,4%) .7

Avariabilidade quimica de Eugenia uniflora L. reflete as influéncias ambientais a
que a planta estd sujeita. Analise de componentes principais revelaram a ocorréncia
de altos teores de taninos hidrolisaveis durante as estacdes chuvosas, enquanto
os flavonoides foram produzidos principalmente nas estacdes secas. Estes fatos
confirmam que mudancas climaticas sao capazes de afetar as concentracbes de
fendis em Eugenia uniflora.®

As concentracbes de curzereno determinadas em oleos essenciais de
amostras de Fugenia uniflora L., provenientes de diferentes locais do Brasil e da
Nigéria, apresentaram grandes variacoes, desde 34,8% em Goias até 85,1% em
Minas Gerais. Essas variagdes apresentaram-se ainda maiores quando comparadas
a concentracao de curzereno obtida da amostra da planta proveniente da Nigéria,
que correspondeu a 19,7%.%®

3.3 PRODUTO FINAL

3.3.1 Forma farmacéutica

Nas referéncias bibliograficas avaliadas foi possivel identificar as formas
farmacéuticas: spray, confeccionado a base de éleo essencial de Eugenia uniflora
a 2%;% e dentifricio ou creme dental contendo extrato hidroalcodlico do fruto
maduro da Eugenia uniflora a 3%.*
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3.3.2 Testes especificos por forma farmacéutica

Informacado ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.3.3 Requisitos de pureza

Informacédo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.3.4 Residuos quimicos

Informacédo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.3.5 Prospeccao fitoquimica

Informacdo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.3.6 Testes de identificacao

Informacédo ndo descrita nas referéncias consultadas.

3.3.7 Testes de quantificacao

3.3.7.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

Nas referéncias consideradas ndo ocorreram testes especificos para avaliar
0s componentes quimicos da EFugenia uniflora e suas concentracoes no extrato
hidroalcodlico ou no dleo essencial utilizados para a producao do spray e do
dentifricio, respectivamente. Foi relatado que o spray fora confeccionado usando
oleo essencial das folhas de Eugenia uniflora a 2%;* e que o dentifricio continha
a seguinte composicao: extrato hidroalcodlico do fruto maduro da Eugenia
uniflora a 3%; conservantes (parabenos) a 0,02 g e base de dentifricio (adquirido
em farmacia de manipulacao): gsp.” Entretanto, afirmou-se que o éleo essencial
contém citronol, geraniol, cineol e sesquiterpenos,’ e que no fruto encontram-se
a selina-1,3,7"-trien-8-ona, além do acido citrico, oxalico, pectina e carotenoides.®
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4.1 USOS POPULARES/TRADICIONAIS

S80 numerosos 0s usos populares da Eugenia uniflora nos paises da América
do Sul, sobretudo no Brasil, na Argentina, no Paraguai e no Uruguai®* Sugere-se
que o seu uso tenha sido introduzido na medicina popular pelos indios Guaranis
no século XV.* Na literatura cientifica consultada, encontram-se os seguintes
usos terapéuticos desta planta: antidiarreica,*""7*% anti-inflamatoria,*’#45!
a ﬂtl rreu ma’tical15,‘l7,45,47,48,55 a nt| pl rét| Ca,7'15'17'47'48'55'88 h | pOte nso ra,17,36,45,47-49,55,68,88,89
diurética,”*"744% hipolipidémica e hipercolesterolemiante,®*® antioxidante,**!
antifungica,**#%  vermifuga,®  antiparasitaria,/**¥  antimicrobiana,®*4%
carminativa,’** expectorante,® adstringente.”** Além disso, é descrita para
tratar doencas do trato digestorio 7447458 amigdalite, " gripe** febre
amarela,"”® gota,”**# doencas hepaticas,*** infeccdo urindria,” conjuntivite,”
obesidade, 747558949 diabetes, 4747 dor de cabeca,” bronquite,” hemorroidas,®
resfriado,” tosse,”* doencas de pele*¥ E ainda usada para estimular o fluxo
menstrual,”# auxiliar no parto” e para tratar sintomas relacionados a depressao,
como distdrbios de humor, nervosismo, ansiedade e irritacao.”®® Como utilidade
adicional, ainda é descrita como repelente de insetos."”#

No Paraguai, o p6 das folhas de Eugenia uniflora L. é adicionado a erva mate
(llex paraguariensis) para a ingestao da tradicional bebida tereré. Naquele pais,
é utilizada pela populacdo, sobretudo, como diurética, anti-hipertensiva, para
colica menstrual, controle do colesterol e dcido Urico e ainda como digestivo e
adstringente.*#

A Eugenia uniflora L., cultivada em outros continentes também tem sido
utilizada na medicina popular. Por exemplo, nas Ilhas Madeira é usada para o
tratamento da bronquite, gripe, e disturbios intestinais,®* na Nigéria, é usada
como antipirético™* e em Mauricio € usada como emenagogo.®

4.2 PRESENCA NA NOTIFICACAO DE DROGAS VEGETAIS

Aresolucao RDC n.° 10, de 9 de marco de 2010,” ja revogada, incluia a Eugenia
uniflora L. como espécie passivel de ser tratada como droga vegetal sujeita a
notificacao, apresentando as seguintes informacoes:
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Nomenclatura botanica: Fugenia uniflora

Nomenclatura popular: Pitangueira

Alegacoes: Diarreia nao infecciosa

Parte utilizada: Folhas

Forma de utilizacao: Infusdo: 3 g (1 colher de sopa) em 150 mL (xicara de
chd)

Posologia e modo de usar: Utilizar 1 calice (30 mL) apds a evacuacao em no
maximo 10 vezes ao dia

Via: Oral

Uso: Adulto

Porém, a Eugenia uniflora ndo consta na Instrucao Normativa nimero 2, de
13 de maio de 2014, a qual publica a “Lista de medicamentos fitoterdpicos de
registro simplificado” e a “Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado””

4.3 ESTUDOS NAO CLINICOS

4.3.1 Estudos toxicologicos

4.3.1.1 Toxicidade aguda

Foram obtidos seis estudos que envolvem testes de toxicidade aguda com
extratos da Eugenia uniflora. Entre estes, cinco foram realizados em camundongos,
nos quais as vias utilizadas foram a oral e a intraperitoneal. Um dos testes foi
realizado em peixes tildpias (Oreochromis niloticus), pela via oral.

Para avaliar os sinais de toxicidade nos camundongos, verificou-se a presenca
ou nao de alteracdes respiratodrias, digestivas e neuroldgicas que incluem:
sialorreia, taquipneia, hemoptise, ndusea, vomito, diarreia, tremor, mioclonia,
convulsao, agitacao, piloerecao, irritabilidade, resposta ao toque, aperto de cauda,
contorgao, forca de agarrar, tremores, respiragao, nimero de mortos, conforme
teste hipocratico.*##8% Apds o periodo de observacéo foi realizada a coleta do
sangue dos animais para posterior analise bioguimica, ** a necropsia para analises
histopatoldgicas,®* ou realizadas analise macroscopica (aspecto, cor e tamanho)
e pesagem do figado, rins, coracao e pulmaoes.”” Os resultados encontram-se
organizados no Quadro 1 a seguir.



Extrato bruto

125, 250, 500, 1.000 e 2.000

Quadro 1 —Testes de toxicidade aguda realizados com os extratos da Eugenia uniflora L.

Apds 30
minutose 1, 2,4, 6,

Os grupos tratados com doses de 500 e 2.000 mg/kg apresentaram alteracdes
comportamentais significativas a partir da ingestao até completar 48 horas de observacéo.
O grupo tratado com 1.000 mg/kg do extrato apresentou alteracdo comportamental
significativa imediatamente apos a sua ingestao e apos a quarta hora de observacao. A
dose de 2.000 mg/kg causou efeitos tdxicos sobre a atividade espontanea nos tempos
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ADL,, de todos os animais
independentemente de sexo foi

: . ma/kg, por via oral, em 0,30, 1, 2,4 e 6 horas apds a administracao. 45
hidroalcodlico das folhas 9/kg,p 12,24 e 48 horas da L P ¢ calculada em 1.924,41 mg/kg de (43)
camundongos. . . Ocorreram 6bitos nas doses de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg em machos, em que ocorreram,
administracdo ) A " extrato.
respectivamente, 4, 1 e 3 mortes. Nas fémeas, ocorreram 6bitos nos grupos tratados com
500 e 1.000 mg/kg do extrato, respectivamente, 1 e 2 mortes. As enzimas hepdticas AST,
ALT e bilirrubina apresentaram-se alteradas principalmente nos animais tratados com as
doses 500 e 2.000 mg/kg.
Foram observados
300 mg/kg, por via oral, em durante 48 e . o Né&o calculada, pois ndo houve
Extrato aquoso das folhas 9/kg, p ' Os resultados nédo diferiram nas comparacdes com animais do grupo-controle. P (88)
camundongos horas morte
50, 100, 500 ou 1.100 o o - ) )
. L . Observou-se diminuicao da atividade motora, paralisia das patas traseiras, exolfitalmia,
Extrato hidroalcodlico mg/kg administrados Foram observados : . - . . -
: . . cianose das patas e orelhas, piloerecao e mortalidade para as duas maiores doses. Nao 220 mg/kg (82)
das folhas por intraperitoneal, em durante 6 dias. - L
foram observadas alteracées histopatoldgicas.
camundongos.
Nas primeiras 4 horas apds a administracdo ocorreu piloerecdo, pouca reacdo a estimulos e
desinteresse por dgua e racdo. Os primeiros 6bitos ocorreram nas primeiras 24 horas, para
dose de 6,2 g/kg. De um modo geral, 0s animais foram se recuperando até o sexto dia de
. L Foram observados - « .
Extrato hidroalcodlico 3,0;3,6;4,3;52e6,2g/kg por durante 14 dias. a cada observacao, quando ndo se notou diferenca de comportamento dos grupos tratados em 593 a/k (10)
das folhas via oral, em camundongos 24 horas ' relacdo aos grupos-controle; apenas nas duas doses mais altas ocorreram os ébitos, até 22 9/K9
o quarto dia apds a administracdo do extrato. Ao final do ensaio, ndo foram observadas
diferencas no aspecto geral (cor, tamanho) de coracéo, pulmao, figado e rins, nem nas
massas relativas dos 6rgdos, em comparac¢do ao controle.
Durante as
rimeiras 4 horas, ) 3 o - P - .
Es camundonaos Poucos minutos apds a administragcdo observou-se diminuicao da atividade, paralisia das
g patas posteriores e piloerecao, seguidas por cianose nas extremidades, agrupamento dos
foram observados T . o
. . 0,05,0,1 e 0,5 g/kg por animais, diminui¢do ou perda dos reflexos e passividade ao toque. Essas caracteristicas
Extrato hidroaceténico T e constantemente. Nas 4 . )
via intraperitonial, em se apresentaram com intensidade dependente da dose. As doses de 0,10 e 0,50 g/kg 0,2 g/kg (98)

das folhas

camundongos.

horas seguintes, estes
foram observados a
cada hora. Depois, a
cada dia, durante 3
semanas.

causaram morte dos camundongos nas primeiras 24 horas de experimento, com um
quadro de convulsées, cianose. Nas necropsias observaram-se macroscopicamente que o
coragao, os pulmées, o figado e o estbmago apresentavam aspecto normal.
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Um dos artigos avaliados testou a acdo do extrato etandlico das folhas e
as fracoes hexanica, cloroférmica e acetato de etila em peixes tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus), por meio de uma metodologia que, segundo o autor, pode
contribuir para estabelecer a tilapia nildtica como modelo experimental para testes
de principios ativos de plantas.® Para isso, o extrato etandlico e as fracdes das
folhas da Eugenia uniflora foram incorporados a racao administrada aos peixes por
via oral, nas concentracoes de 280 mg/kg do extrato etandlico e as concentracoes
de 70, 140 e 280 para cada uma das fragcdes (hexanica, cloroférmica e acetato de
etila). A exposicdo durou 24 horas e 0s peixes foram sacrificados para a avaliacdo
histoldgica das branquias de cada peixe. Pelas analises qualitativas na microscopia
de luz, concluiu-se que o extrato etandlico bruto e as fracdes das folhas da E.
uniflora apresentaram efeito sistémico nas tildpias niléticas atingindo as branquias.
As acbes toxicas, como destacamento e descamacao do epitélio respiratorio
e hiperplasia das células do epitélio interlamelar, foram mais pronunciadas nas
tildpias que ingeriram maiores concentracoes das fracdes.”

4.3.1.2 Toxicidade subcrénica
Essa informacdo ndo foi descrita nas referéncias consultadas.

4.3.1.3 Toxicidade cronica
Essa informacao nao foi descrita nas referéncias consultadas.

4.3.1.4 Genotoxicidade

Foi realizada uma avaliacao dos parametros citologicos induzidos pelo extrato
aquoso das folhas de Eugenia uniflora, entre outras sete plantas usadas como
agentes anti-hipertensivos na medicina tradicional argentina.

A evidéncia de genotoxidade foi investigada com modelo que utiliza as raizes
de Allium cepa. Estas foram expostas aos extratos das diferentes plantas durante
48 horas, e entdo foram separadas, fixadas e montadas para a avaliacdo do indice
mitético (M), da profase (Pl), metafase (Mel), anafase (Al) e teldfase (TI), bem
como das anormalidades cromossémicas, producao de micronucleo e células
binucleadas na interfase. A dgua foi usada como controle negativo, enquanto o
paracetamol foi o controle positivo.

Nos resultados, os extratos aquosos de todas as plantas avaliadas, inclusive da
E. uniflora, induziram uma inibicao no indice mitético (MI) em relagdao ao controle.
Além disso, causou dispersdo dos cromossomos na metafase, sugerindo o seu
potencial genotdxico.® O acesso ao artigo completo nao foi possivel, limitando as
informacdes como a concentracdo testada.



4.3.1.5 Sensibiliza¢io dérmica

O ¢leo essencial das folhas de Eugenia uniflora foi extraido para fins de
utilizacdo na industria de perfumes e posteriormente testado em humanos, por
via topica, na concentracao de 1,5% de 6leo essencial dissolvido em etanol. Os
parametros observados foram a sensibilizacdo ou a irritacdo da pele. Nao foi
observada nenhuma reacdo da pele humana ao contato com o 6leo essencial.™
Foram apresentados poucos detalhes da metodologia utilizada para ensaio,
constituindo-se em uma limitacao desse estudo.

4.3.1.6 Irrita¢do cutdnea
Essa informacao néo foi descrita nas referéncias consultadas.

4.3.1.7 Irrita¢do ocular
Essa informacao nao foi descrita nas referéncias consultadas.

4.3.2 Estudos farmacoldgicos

4.3.2.1Ensaios in vitro

Foram descritos 65 ensaios in vitro entre os artigos cientificos considerados
nesta monografia. Os testes para avaliar as acoes farmacoldgicas dos extratos,
fracoes, 6leos essenciais ou compostos isolados da Eugenia uniflora concentraram-
-se nas ati\/idades antimicrObiana,6'18'20'25'31'33'37'55'61'63'66'79'85'91'93'100'102'108'109_111'114'"6
antioxidante, 0244051348210 ntipgrasitaria, 47420565973 14112 gntidiarreica,* inibidora
enzimatica,®'2 % entre outras relatadascom menor frequéncia (imunomoduladora,
interferéncia sobre o fluxo de canais de Ca2* e alelopatica).”'* Os detalhes
encontram-se distribuidos nas secoes a seguir, conforme atividade farmacolégica
e extratos testados.

4.3.2.1.1 Efeito antimicrobiano in vitro da Eugenia uniflora L.

Oleos essenciais

A maior parte dos estudos in vitro considerados nesta monografia referem-se
a atividade antimicrobiana de E. uniflora, as quais somam 33 investiga¢des. Deste
total, existem 13 testes farmacolégicos como 6leo essencial das folhas, e 2 desses
testes incluem o 6leo essencial obtido dos frutos de E. uniflora, conforme Quadro
2 asequir.
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Quadro 2 — Ensaios microbiol6gicos realizados com éleos
essenciais obtidos de Fugenia uniflora

Extrato ~ . .
Concentragoes Micro-organismos Resultado Ref.
testado
Nas concentra¢oes
Fungos: Candida albicans, testadas, detectou-se
C. albicans, C. guilliermondii, | atividade inibitéria
C. guilliermondii, C. krusei, somente sobre a
Folhas 4,2,1,05e0,25% | C krusei, C. parapsilosis, C. Candida krusei, com (66)
parapsilosis, C. stellatoidea, um halo de inibicédo
C. stellatoidea, C. tropicalis, C. | correspondente a 12
tropicalis. mm, na concentracao
de 2%.
Houve completa
inibicao do
Frutos 62,52 500 g/l Funggs: EarGCOCC/d/O/des crescimento 37)
brasiliensis destes fungos na
concentragao de 62,5
pg/mL.
A'inibicdo sé ocorreu
nos testes com o
6leo essencial puro
(que mistura folhas e
frutos). Houve inibicao
Fungos: C. tropicalis, da Candida albicans,
Folhas o Oleo puro, 8,4, 2, C ste//atomea,. . com halo de inibicédo
C. pseudotropicalis, correspondente a 30 (99)
frutos 1,0,5e0,25% o .
C. parapsilosis, C. krusei, mm. Para esta mesma
C. guilliermondii, C. albicans. | cepa, o cetoconazol
inibiu 50 mm.
Para a Candida krusei
o halo de inibicao
correspondeu a
12 mm.
O 6leo essencial da E.
Parte da . .
. uniflora foi capaz de
. concentracao S
N&o consta | . . . inibir discretamente
o inicial de 5.000 . )
(cita“obtido Fungos: Candida albicans e | (10 mm) somente a
. pg/mL para ) oo - . (100)
comercial- Lo Candida tropicalis. espécie C. albicans.
) as diluicoes .
mente”) . . N&o houve nenhum
posteriores (ndo IR
: : efeito inibitdrio sobre
cita quais)

as C. tropicalis.

continua
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O ¢6leo essencial da E.
uniflora desempenhou
Fungos: Candida papel significante
dubliniensis, Candida contra vdrias bactérias
tropicalis, Candida albicans, | Gram-positivas,
Candida glabrata, Candida | principalmente S. equi
parapsilosis, Candida [CIM=7,50 (inibicao
krusei, Cryptococcus de 55+ 6%)]eS.
) ) . grubii, Cryptococcus gattii, epidermidis [7,50 (87 +
Folnas 1:10,1:20 € 1:50 Cryptococcus gattii e C. 2%)]. Adicionalmente, (18)
neoformans. a E. uniflora mostrou
Bactérias: Escherichia atividade contra todos
coli, Serratia marcescens, os fungos testados,
Pseudomonas aeruginosa, especialmente
Streptococcus equi, contra C. gattii
Staphylococcus epidermidis. | [1,80 (75+21%)] e
C. neoformans
[0,11 (87 £ 13%)].
As bactérias mais
Bactérias: Staphylococcus susceptiveis aos
aureus, Pseudomonas 6leos volateis das
aeruginosa, Yersinia folhas frescas e frutos
enterocolitica, Proteus foram a P. aeruginosa.
vulgaris, Serratia Enquanto a S. aureus
Folhas e L
100 mg/mL marcescens, Escherichia e S. marcescens (63)
frutos ) ) . .
coli, Klebsiella pneumoniae, | foram resistentes.
Fungos: Candida Os fungos mais
albicans, Trichophyton susceptiveis foram
mentagrophytes, Aspergillus | T. mentagrophytes,
niger, Aspergilus flavus. enquanto o C. albicans
foi 0 mais resistente.
O ¢6leo essencial
Bactérias: Escherichia coli, (8%.) apresentou. )
Salmonella typhimurium e atividade bactericida
Folhas 2% e 8% contra S. aureus (101)
Staphylococcus aureus o
e S. typhimurium.
Nenhuma atividade
sobre Escherichia coli.

continua
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Folhas

0,025% a 10%

Bactérias: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium.

A CIM estabelecida foi
de 0,156 mg/mL para
S.aureus, 0,625 mg/mL
para E. colie 0,685 mg/
mL sobre P aeruginosa.
Os valores de CIMoos
obtidos variaram de
50,82a924 mg/mL. E
uniflora mostrou uma
fraca atividade (CIMsos
variando de 50,82 mg/
mL a 92,4 mg/mL).

Folhas

5.000 a 39 pg/mL
em 100 pL

Bactérias:

Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius e
Streptococcus mitis

O dleo da E. uniflora
apresentou atividade
contra as bactérias
cariogénicas S. mitis
(CIM= 468 pg/ml) e S.
salivarius (3,750 ug/
mL). Nao apresentou
efeito significante
sobre S. mutans na
concentracdo testada
nesse estudo.

Folhas

100,1.000, 100 e
00 ppm

Bactérias: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus

O dleo da E. uniflora
promoveu atividade
moderada contra E. coli
(Gram-negativa) e B.
cereus (Gram-positiva),
mas nao foi ativo
contra S. aureus (Gram-
positivo).

(102)

continua
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conclusao

As concentragoes
minimas inibitorias
dos 6leos essenciais
das frutas e das
folhas contra as
bactérias Bacillus

As solucoes Ambos 6leos essenciais
. cereus, Staphylococcus
contendo oleo foram testados contra L
! L aureus, Escherichia
essencial foram bactérias Gram- )
) o ; colie Pseudomonas
Folhas e progressivamente | positivas: Bacillus cereus e .
LT aeruginosa foram (79
frutos diluidas (1:1). Staphylococcus aureus e as .
« . ; respectivamente: 625,
Néo relata as bactérias Gram-negativas:
- ) 39,625 e 625 ug/
concentracoes Pseudomonas aeruginosa e )
) L ) mL para o 6leo das
finais. Escherichia coli.

frutas e 39, 156, 625

e 625 ug/mL para o
6leo das folhas. Para a
gentamicina (controle
positivo), 1,22;0,61;
244 e1,22 yg/mL.

O d6leo essencial da E.
uniflora causou uma
discreta atividade
sobre as cepas de P,
aeruginosa (diametro
de inibicdo de 7
mm), mas nao
causou nenhum
efeito inibitdrio 3N
no crescimento

das demais

bactérias testadas.

O cloranfenicol
apresentou halo de
inibicdo=26 mm para
as mesmas bactérias
inibidas pela E. uniflora.

Bactérias: Enterobacter spp,
8,4,2,1,05¢e Escherichia coli, Klebsiella
0,25% pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa

Folhas

Para S. aureus, a ClMoow
do dleo essencial foi
2,2 mg/mL.Paraak. 61)
coli, a CIMawss foi 27,6
mg/mL.

Bactérias: Staphylococcus

Folhas N&o descreve - ;
aureus e Escherichia coli.

CIM: Concentracéo inibitéria minima.
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A atividade antimicrobiana foi investigada em fungos e em bactérias (Gram-
-positivas e Gram-negativas). Embora a metodologia empregada seja semelhante
em todos os estudos (difusdo em meio sélido ou diluicdo em caldo), os resultados
obtidos frequentemente apresentam-se confusos devido a omissao de detalhes,
peladiversidade de concentracoes e unidades empregadas ou, ainda, pelaauséncia
de resultados quantitativos. Apesar dessas limitacbes, os estudos confirmam, em
sua maioria, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Fugenia uniflora. Além
disso, os resultados dos 6leos essenciais das folhas ou dos frutos foram muito
semelhantes.”

Nos ensaios com fungos, foram observadas atividades inibitérias significantes
contra as seguintes espécies: Candida krusei® Paracoccidioides brasiliensis,”
Trichophyton mentagrophytes,® Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida
albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, Cryptococcus grubii,
Cryptococcus gattii, sobretudo, Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans nesse
estudo.” As maiores contradicbes ocorreram nos ensaios envolvendo a espécie
Candida albicans, para a qual, nas mesmas concentracoes ou em concentracoes
semelhantes, houve relevante divergéncia de resultados. Estes variaram da total
auséncia de efeito®% ou efeito discreto'™'” para uma importante inibicao,” préxima
a inibicdo causada pelo cetoconazol, antifingico usado como controle positivo.”

Em relacdo a acao antibacteriana do 6leo essencial da E. uniflora tem sido
frequentemente relatada atividade antibacteriana moderada®*®'% Entre as
bactérias que demonstraram maior susceptibilidade nos testes com o dleo essencial
de E. uniflora encontram-se a Pseudomonas aeruginosa,”% Streptococcus aqui,'
Staphylococcus epidermidis," Salmonella typhimurium™ e as bactérias cariogénicas
Streptococcus mitis,* Streptococcus salivaris.® Entre as bactérias que demonstraram
resisténcia, encontram-se a Serratia marcescens Streptococcus mutans®
Enterobacter spp.*' Klebsiella pneumoniae*

Resultados contraditérios ocorreram com a bactéria Staphylococcus aureus,
para a qual a maioria dos artigos descreve atividade inibitoria, ##*"7*"porém outros
demonstraram auséncia de atividade ®'” De forma semelhante, ocorreu com a
descricao da acao do 6leo essencial de E. uniflora contra a bactéria Escherichia coll,
para a qual existem artigos demonstrando sua acao inibitoria®7*' enquanto
outro demonstra a auséncia dessa atividade*' A bactéria Bacilus cereus também
teve resultados antagdnicos, 0s quais descreveram que o 0leo essencial inibia o
crescimento dessa bactéria,”” mas também seria inativo contra ela.'?

Essas contradicdes nos resultados, também ocorridas nos testes com 0s
fungos, podem, ao menos em parte, ser explicadas pela variabilidade genética das
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diferentes cepas de um mesmo micro-organismo,'® ou ainda pela variabilidade
na composicao quimica dos 6leos essenciais testados, uma vez que a producao
dos metabdlitos secundarios estd sujeita a alteracdes nas condicoes ambientais.'™

A acao antimicrobiana demonstrada pelos 6leos essenciais de FEugenia
uniflora tem sido atribuida aos sesquiterpenos existentes na sua composicao.'
Esses compostos, assim como outros terpenoides, tém sido frequentemente
relacionados a atividade antibacteriana e também antifingica de 6leos essenciais
de diversas plantas.'®1%

Extrato etandlico

Os estudos da atividade antimicrobiana também foram realizados com o
extrato etandlico das folhas de E. uniflora. Foram descritos sete estudos, que sao
detalhados no Quadro 3 a seqguir.

Quadro 3 — Ensaios microbiolégicos realizados com o
extrato etanélico obtido de Eugenia uniflora

O extrato demonstrou
inibicdo completa

62,5a1.000 mg/ | Fungo: Paracoccidioides

Folhas T do crescimento do P 6)
mL brasiliensis . <
brasiliensis na concentragao
de 750 mg/mL.
As maiores inibicoes
ocorreram para as
concentragdes de 500 e
. 1.000 pg/mL. A dose de
Fungos: Microsporum .
z 500 pg/ml causou inibicdo
canis, Microsporum de 40% do M. canis e do
Frutos 7,82 1.000 pg/mL | gypseum, Trichophyton ‘ (25)
. T. metagrophytes, 60% do
rubrum e Trichophyton
M. gypseum, e 100% do T.
metagrophytes

rubrum. A dose de 1.000
pg/mL causou inibicdo de
100% do crescimento de
todos os fungos testados.

continua
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Folhas

31,25-500 pg/mL

Fungos: Candida krusei
e Aspergillus fumigatus

O extrato da E. uniflora
apresentou acao contra
ambos o0s fungos,
entretanto com maior
poténcia contra o C. kruzei,
com CIM=250 pg/mL,
enquanto para A. fumigatus
foi superior a 500 ug/mL.
Em comparacao, as CIM
do itraconazol foram 0,125
e 0,157, respectivamente,
para os fungos C. krusei e
A. fumigatus

(108)

Folhas

Entre 8 e 1.024
Hg/mL

Fungos: Candida
albicans, Candida krusei
e Candida tropicalis

A atividade antifungica

do extrato da E. uniflora
demonstrou que a CIM

foi superior a 1.024 ug/

mL, a qual ndo demonstra
relevancia clinica para o
possivel uso desse extrato
como droga de escolha
contra estes fungos.
Entretanto, observou-se

uma potencializacéo
interessante da atividade
antifungica quando o
extrato foi associado com o
metronidazol contra a cepa
de C tropicalis, reduzindo a
CIM desta droga de

128 pg/ml para 32 ug/mL
na presenca do extrato de
E. uniflora.

(109)

continua
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Fungos: Candida
albicans.
Bactérias:
Staphylococcus
aureus, Escherichia

Apresentou atividade
inibitéria sobre C albicans
(CIM= 0,547 mg/mL).
Houve inibicao das
bactérias Gram-positivas
S.aureus, S. epidermidis,
M. roseus, M. luteus (CIMs

antibidticos, e E. coli
(ATCC8539), usada
como controle.

) variando de 0,273 a 8,75
coli, Staphylococcus
. - mg/mL), entre essas, as
epidermidis, L
Peeudomonas bactérias formadoras
0,1367a 70 mg/ . de esporos, B. cereus, B.
Folhas aeruginosa, (20)
mL ) stearothermophylus e B.
Micrococcus roseus, o
Micrococeus luteus subtilis exibindo CIMs de
; | 1,094 2 2,187 mg/mL. As
Bacillus cereus, Bacillus =
CIMs para a maioria das
stearothermophylus, L .
) o bactérias Gram-negativas
Bacillus subtilis,
(E. cloacae, E. aerogenes,
Enterobacter aerogenes, . )
. E. coli e P aerugionosa)
Serratia marcescens, )
variaram de 4,375a 17,5
Enterobacter cloacae. }
mg/mL. Para Serratia
marcescens, a CIM foi igual
a 35,0 mg/mL.
O extrato ndo mostrou
nenhum efeito
antibacteriano contra as
cepas testadas. Entretanto,
Bactérias: Escherichia embora o extrato ndo
coli (EC27) isolada tenha mostrado atividade,
clinicamente quando adicionado ao
Folhas 128 pg/mlL e resistente a meio provocou reducao (110)

da concentracéo inibitéria
minima da gentamicina
para a £. coli (cepa 27, mas
nao com a cepa controle
ATCC 8539), demonstrando
um efeito sinérgico do
extrato com os antibidticos

continua
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conclusao

A CIM para S. aureus
ocasionada pelo extrato

da E. uniflora foi de

32 pg/mL. Esta CIM foi
confrontada com diferentes
antibidticos para verificar
se o extrato potencializava
Bactérias seus efeitos. Observou-se
1a 1024 ug/mL | Staphylococcus aureus | que: (i) diminuiu a CIM
(SA358), resistentes a da amicacina de 8 para
varios aminoglicosidios | 4; (ii) diminuiu a CIM da
gentamicina de 8 para 2,
(i) diminuiu drasticamente
a CIM da kanamicina de
~1024 para 16; (iv) da
neomicina de 16 para 4; (v)
da teobramicina de 8 para
2 pg/mL.

Folhas (110)

O extrato etandlico das folhas de Eugenia uniflora foi efetivo na inibicao dos
seguintes fungos: Paracoccidioides brasiliensis,* Microsporum canis* Trichophyton
metagrophytes”  Microsporum gypseum,”  Trichophyton rubrum,” Aspergillus
fumigatus.'®

Em relacdo a Candida albicans, ocorreram diferentes situacdes. Filza e
colaboradores® relataram a atividade inibitdria do extrato etandlico sobre Candida
albicans (CIM=0,547 mg/mL),* entretanto, esta inibicdo nao foi identificada em
outro estudo com o mesmo extrato, cuja CIM foi superior a 1.024 ug/mlL.'*
Resultados divergentes também ocorreram para o fungo Candida krusei, para o
qual foi demonstrada inibicao pelo extrato etandlico,'™ mas também resisténcia
deste fungo ao mesmo extrato.'”

Um estudo realizado por Santos e colaboradores' demonstrou que, embora
0 extrato etandlico da E. uniflora nao tivesse causado inibicao direta dos fungos
Candida tropicalis, ocorreu inibicdo quando houve a associacdo do extrato ao
metronidazol. Esse antifungico teve a sua concentracao reduzida em quatro vezes,



confirmando que a associacdo com o extrato etandlico de E. uniflora é capaz de
potencializar significativamente a sua acao farmacolégica.'”

Esses efeitos sinérgicos também foram demonstrados para a atividade
antibacteriana do extrato etandlico das folhas de E uniflora. Em relacdo a
bactéria resistente E. coli (cepa 27), o extrato sozinho nao demonstrou efeito
significante, porém o efeito sinérgico ocorreu apds associacao com o antibidtico
gentamicina."® Em relacao a bactéria Staphylococcus aureus (SA358) resistente
a varios aminoglicosideos, o extrato etandlico na concentracéo de 32 ug/mL
potencializou o efeito dos aminoglicosideos amicacina (100%), gentamicina
(400%), canamicina (6.400%), neomicina (400%) e teobramicina (400%).™"

O extrato etandlico das folhas de E. uniflora foi capaz de inibir
consideravelmente  bactérias  Gram-positivas  (Staphylococcus — aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus roseus, Micrococcus luteus), inclusive
aquelas formadoras de esporos (Bacillus cereus, Bacillus stearothermophylus
e Bacillus subtilis), além de inibir, em maiores concentracdes, as bactérias
Gram-negativas (Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aerugionosa e Serratia marcescens).”

Extrato aquoso

O extrato aquoso das folhas de Fugenia uniflora, obtido por infusao ou
por decoccdo, foi testado por Schapoval e colaboradores® contra as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 25922), e contra 0s
fungos Candida albicans (strain ATCC 10231) pelo método de difuséo em agar. Nas
concentracoes testadas (nao reveladas) nao houve inibicao do crescimento dos
micro-organismos investigados.®

O extrato aquoso das folhas também foi testado pelo método de difusdo em
agar, nas concentracées entre 11 a 1.000 pg/ml, quanto a atividade inibitéria sobre
a bactéria Salmonella typhi (cepa obtida clinicamente). Nos resultados, confirmou-
-se a inibicao do crescimento desta bactéria pelo extrato, porém os resultados
foram apenas qualitativos.'

Pesquisadores indianos elaboraram uma revisao da acdao dos extratos de
diversas plantas sobre a bactéria causadora da tuberculose, a Mycobacterium
tuberculosis. Nesse estudo, o extrato aquoso de E. uniflora, foi relatado por possuir
discreta acdo sobre M. tuberculosis (cepa ATCC 27294), uma vez que sua zona de
inibicdo correspondeu a menos de 0,5 mm. O extrato foi testado na concentracao
de 10 mg/mlL, pelo método de difusao em agar.”
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O extrato aquoso das folhas de E. uniflora, nas concentracdes de 5 a 100 pg/
mL, também foi testado frente as bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae, Escherichia coli e Bacillus
subtilis. As concentracbes inibitdrias minimas necessarias para obter inibicao
total do crescimento bacteriano foram: 80 ug/mL para S. aureus, 80 ug/mL para S.
dysenteriae, 20 ug/ml para E. coli e 80 ug/ml para B. subtilis."*

Extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia uniflora foi testado em 20
variedades de Salmonella. Observou-se que este extrato foi ativo frente a 89,47%
das salmonelas. As concentracdes responsaveis pelas atividades bacteriostatica
e bactericida foram calculadas e correspondem, respectivamente, a 80 mg/mL e
240 mg/mL.*

Quando testado nas bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Bacillus subtilis (ATCC 6623) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), as concentracdes necessarias para inibir o crescimento dessas
bactérias foram elevadas e corresponderam a >1.000 ug/mL, >1.000 pg/mL,
250 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente.” Esse mesmo artigo demonstrou
os efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas sobre os fungos Candida krusei,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis. As concentracdes necessarias para inibir
o crescimento desses fungos foram significativamente menores se comparadas as
relatadas previamente para as bactérias. Estas corresponderam, respectivamente,
a 31,2 ug/mlL, 125 ug/mlL e 31,2 ug/mL.”

Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de folhas de Fugenia
uniflora também foi avaliada, por outros autores, frente as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10708), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus
choleraesuis (ATCC 6538). As concentracdes inibitdrias minimas obtidas para estas
cepas foram, respectivamente, 400 mg/mL, 80 mg/mLe 100 mg/mL."* Nesse
mesmo estudo, foi investigada a atividade do extrato sobre os fungos Candida
albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC16404), cujas concentracoes minimas
inibitorias corresponderam a 500 mg/mL e a 900 mg/mL, respectivamente.'” Apesar
de bacterias em comum nos estudos, ha divergéncias nos resultados encontrados.
Além disso, os resultados sao expressos em unidades diferentes.



Além dos estudos com o extrato hidroalcodlico das folhas de E. uniflora, foi
realizado um estudo, de interesse odontoldgico, utilizando o extrato obtido dos
frutos maduros dessa planta. A faixa de concentragdes utilizadas e incorporadas
ao creme dental foram: substancia pura, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32. Os testes
avaliaram a atividade sobre as bactérias Streptococcus mutans (ATCC 25175), as
quais compoem 60% dos micro-organismos do biofilme dentério. Com excecao
da diluicdo 1:32, todas as outras foram capazes de inibir o crescimento bacteriano.
Os halos de inibicao corresponderam a 14,12, 11, 10, 7 e 7 mm, respectivamente,
para o extrato puro e as diluicdes 1:1, 1:2, 14, 1:8 e 1:16 do extrato. O controle
positivo, Colgate Total 12°, nas mesmas diluicoes apresentou halos de inibicao que
variaram entre 18 e 9 mm.*

Extrato metandlico

O extrato metandlico das folhas de Fugenia uniflora foi testado em
concentracoes nao relatadas sobre as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. As concentracdes inibitérias minimas que causaram inibicao de 90% do
crescimento do micro-organismo (ClIMoow) foi determinada para cada bactéria.
Para a S. aureus, a CIMao% correspondeu a 24,1 mg/mlL, e para a E. coli, a CIMao% foi
15,9 mg/mL.*

Em outro estudo, o extrato metandlico bruto das partes aéreas da E. uniflora
foi testado contra sete micro-organismos usando o teste de difusdao em agar.
Os micro-organismos selecionados foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC
10231). As concentracbes utilizadas nao foram relatadas. Nos resultados, o extrato
apresentou efeito contra os micro-organismos Micrococcus luteus (diametro de
inibicdo entre 16,1-20 mm), contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (para
ambos, o diametro de inibicdo foi entre 8-11 mm). Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Candida albicans e Saccharomyces cerevisia foram resistentes ao
extrato metandlico da E. uniflora.™

Adebajo e colaboradores' investigaram a a¢ao do extrato metandlico das
folhas de E uniflora, na concentracao de 500 mg/mL, em diferentes bactérias
(Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Serratia marcescens) e fungos (Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Lasiodiplodia theobromae). A determinacéo da zona de
inibicdo demonstrou que o extrato foi capaz de causar inibicao do crescimento de
Proteus vulgaris (7 mm), Pseudomonas aeruginosa (8 mm), Bacillus subtilis (9 mm),
Staphylococcus aureus (7 mm) e Serratiamarcescens (8 mm).Nao houve interferéncia

49



50

no crescimento das bactérias Escherichia coli e Klebsiella aerogenes, e também de
nenhum dos fungos testados. Os controles antimicrobianos (trimetroprima +
sulfametoxazol ou o paraclorocressol, ambos 50 mg/mL) apresentaram zona de
inibicao variando entre 7 e 20 mm."*

Outras extracoes, fracoes e compostos isolados

Fadeyie Akpan'® testaram o extrato ciclohexanico obtido das folhas de Eugenia
uniflora, nas concentracdes 5 e 100 pug/mL, sobre o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus (duas cepas, produtora ou nao produtora de 3-lactamase,
enzima que confere resisténcia as bactérias), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Shigella dysenteriae, Escherichia coli e Bacillus subtilis. A concentracao
inibitéria minima obtida foide 100 ug/ml paraa S. aureus produtora de 3-lactamase,
20 pg/mL para a S. aureus nao produtora de B-lactamase; 60 ug/mL para Shigella
dysenteriae, e 20 ug/mL para a Escherichia coli. Nao houve inibicao do crescimento
da bactéria Bacillus subtilis nas concentracoes testadas. Esses resultados confirmam
o potencial antimicrobiano de E. uniflora, inclusive sobre bactérias resistentes.'

Adebajo e colaboradores,® além de testarem o extrato metandlico,
também investigaram a acao do extrato acetato de etila das folhas de E. uniflora.
A concentracao usada foi de 500 mg/mL, sobre as bactérias Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens), e sobre os fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Lasiodiplodia theobromae. A zona de inibicao demonstrou
que esse extrato foi capaz de causar inibicdo do crescimento de Escherichia
coli (7 mm), Proteus vulgaris (7 mm), Pseudomonas aeruginosa (8 mm), Klebsiella
aerogenes (9 mm), Bacillus subtilis (9 mm), Staphylococcus aureus (7 mm). Nao
houve inibicao do crescimento da bactéria Serratia marcescens e também de
nenhum dos fungos testados. Os controles antimicrobianos (trimetroprima +
sulfametoxazol ou o paraclorocressol, ambos 50 mg/mL) apresentaram zona de
inibicao variando entre 7 e 20 mm."”

Sa e colaboradores® investigaram o efeito de um extrato de Eugenia uniflora
(ndo relatam que tipo de extracao) e de outras nove plantas sobre bactérias que
comumente causam conjuntivite. As concentracoes testadas foram 1.250, 2.500
e 5.000 pg/mL, e a técnica usada foi de difusao em meio sélido. As bactérias
investigadas foram Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Bacillus subtilis
(INCQS112), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus pneumoniae (INCQS
00104), Streptococcus pyogenes (ATCC 0070) e Neisseria gonohrae (INCQSS 0063). Nos
resultados, entre as diferentes plantas testadas, o extrato de E. uniflora encontra-se
entre 0s mais ativos. A E uniflora causou inibicdo dependente da concentracao



(1.250, 2.500 e 5.000 pg/mL) dos diametros (mm) dos halos das bactérias B. subtilis
(respectivamente 10, 14 e 16 mm), S. aureus (10, 12 e 14) e N. gonohrae (6, 10 e
15). Ndo houve inibicdo do crescimento das demais bactérias. O cloranfenicol (50
tg/mL), controle antimicrobiano, causou inibicdo do crescimento de todas as
bactérias, com 22 a 26 mm de diametro do halo de inibicdo.”

Em relacdo a compostos isolados obtidos da Eugenia uniflora, poucos estudos
farmacoldgicos foram identificados. Um deles refere-se a acdo antimicrobiana
da proteina lecitina, isolada das sementes do fruto da E. uniflora. Sua acéo foi
investigada sobre as cepas de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus
(UFPEDA-01), Streptococcus sp. (UFPEDA-295) e Bacillus subtilis (UFPEDA-16); e
sobre cepas Gram-negativas: Klebsiella sp. (LBUFRP-01), Pseudomonas aeruginosa
(LBUFRPE-02), Corynebacterium bovis (LBUFRPE-03) e Escherichia coli (LBUFRPE-04).
A lecitina foi testada nas concentragcdes de 1 e 2 mg/mL e seus resultados foram
comparados ao controle positivo, amoxicilina 2,5 mg/mL. No resultado, a lecitina
demonstrou importante atividade antibacteriana nao seletiva. Inibiu fortemente
o crescimento de Staphylococcus aureus (20 mm), Pseudomonas aeruginosa (18,6
mm) e Klebsiella sp. (19,6 mm), com concentracdes inibitdrias minimas (CIM) de 1,5
ug/mL. A lecitina ainda inibiu moderadamente o crescimento de Bacillus subtilis
(12 mm), Streptococcus sp. (17,3 mm) e Escherichia coli (12 mm) com concentracao
minima inibitéria de 16,5 ug/ml para todas.* Contraditoriamente, esse artigo exibe
diferentes unidades de concentracdes nos métodos (mg/mL) e nos resultados
(Mg/mL), comprometendo a interpretacao deles.

Além do carboidrato lecitina, outro composto que tem sido citado na
literatura é o tanino oenotefna B. Este composto foi isolado das folhas de E. uniflora
e é capaz de interferir na morfologia celular dos fungos Paracoccidioides e inibir a
enzima PbFKS1 (1,3-3-D-glucan synthase) envolvida na sintese da parece celular
desse fungo, comprometendo assim a sua capacidade de infeccao."®

4.3.2.1.2 Efeito antioxidante in vitro da Eugenia uniflora L.

Oleo essencial

O dleo essencial das folhas de E. uniflora foi testado nas concentracbes de
500, 700, 1.000 e 3.000 pg/mL frente ao radical 1,1-difenyl-2-picrilhidrazil em
solucao (DPPH). A concentracao que causou 50% de inibicao do radical DPPH
correspondeu a 833,3 + 20,7 ug/mL.""7
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A acao antioxidante do o6leo essencial das folhas de E. uniflora também
foi testada em tecidos animais. Victoria e colaboradores™ verificaram a
capacidade do dleo essencial (10, 50, 100 e 500 pg/mL) em proteger contra a
peroxidacao lipidica em estruturas cerebrais (hipocampo, cortex e cerebelo) de
camundongos. Os niveis de malonialdeido foram usados como marcadores da
peroxidacao lipidica. A concentracao do 6leo essencial da E. uniflora 50 ug/mL
promoveu as maiores inibicdes da peroxidacao lipidica em todas as estruturas
cerebrais. As inibicées maximas no hipocampo, no cértex e no cerebelo foram,
respectivamente, 37,5+ 12,50%, 53,0 £ 1,90% e 53,0 + 14,6%. As Clso para o cortex
e cerebelo foram também calculadas e corresponderam a 93,30 + 5,10 ug/mL e
47,0 + 2,80 pg/mL, respectivamente."® O proprio 6leo essencial, examinado ao
longo de 30 dias, demonstrou ser resistente a autoperoxidacao lipidica."

Extrato etandlico

O extrato etandlico das folhas de E. uniflora foi testado nas concentracoes
de 12,5 a 75 pg/mL, quanto a atividade sequestradora do radical livre DPPH. No
resultado, observou-se que o efeito antioxidante nédo foi relevante, mesmo quando
testado em altas concentracdes. Por exemplo, a concentracéo de 1.000 pg/mL
causou somente 6,18% do efeito antioxidante.”

Martinez-Correa e colaboradores* investigaram a acdao antioxidante do
extrato etandlico das folhas de E. uniflora (5 a 250 ug/mL) sobre o radical DPPH e
obtiveram uma CEso correspondente a 6,2 + 0,3 ug/mL, que foi inferior ao efeito
obtido para o extrato aquoso, investigado paralelamente

Kade e colaboradores™ investigaram os efeitos antioxidantes dos extratos
etandlicos das folhas de E uniflora submetidas a diferentes condicées: (i) folhas
secas ao sol ou (ii) folhas secas ao abrigo da luz. Os efeitos antioxidantes foram
testados pela mensuracdo da habilidade dos diferentes extratos em inibir a
formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), induzidas por
agentes pro-oxidantes como o ferro (Il) e o nitroprussiato de sédio, em cérebro
e figado de rato. Os resultados demonstraram que extrato seco ao abrigo da luz
inibiu significativamente (P<0.0001) a formacdo do TBARS em ambos tecidos
homogeneizados, enquanto o extrato seco sob sol nao apresentou nenhum efeito.
Os autores sugerem que as folhas secas ao abrigo da luz (secas pelo ar) preservam
0s compostos fendlicos, diretamente relacionados ao efeito antioxidante.™



Extrato aquoso

O extrato aquoso das folhas de Eugenia uniflora foi testado quanto a sua
capacidade antioxidante por meio de diferentes metodologias: poder antioxidante
redutor do fon férrico; determinacao do poder redutor; avaliacdo da capacidade
antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio; e atividade sequestradora
do radical DPPH. As concentra¢des testadas foram 2,5 a 0,5 mg/mL. Para cada
metodologia, os resultados foram: (i) poder antioxidante redutor do fon férrico:
21,30 + 0,96 mM Fe(ll)/g peso seco; (ii) determinacao do poder redutor: 0,17 +
0,01 de absorbancia a 700 nm; (iii) avaliacao da capacidade antioxidante total
pelo método do fosfomolibdénio: 14,65 + 0,57 mg BHT/g peso seco; (iv) atividade
sequestradora do radical DPPH: 21,52 + 0,32%.”

O extrato aquoso da E. uniflora foi testado, também, nas concentracbes de
12,5a 75pg/mL quanto a atividade sequestradora do DPPH. O extrato novamente
apresentou atividade antioxidante. A Clso para esse efeito foi correspondente a 321
pg/mL.

No estudo de Martinez-Correa e colaboradores* foi investigada a acgao
antioxidante do extrato aquoso das folhas de E. uniflora (5 a 250 ug/mL), também
sobre o radical DPPH, e obtiveram uma CEso correspondente a 15 + 30 pg/mL.*

Apesar das variacbes de poténcia, demonstradas pelos valores de CEso
encontrados nos resultados, todos 0s dados confirmam o potencial antioxidante
do extrato aquoso, independentemente das diferentes metodologias empregadas.

Extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico (70%) das folhas de E. uniflora foi investigado em
diferentes concentracdes (ndo relatadas) para determinacdo da concentracdo
que causa 50% de inibicdo do processo de oxidacao (CEso). A metodologia usada
foi a auto-oxidagcdo espontanea em homogenato de cérebro de ratos, a qual foi
mensurada pela reacao do malonildialdeido (MDA) com o acido tiobarbiturico
(TBA), na presenca e na auséncia do extrato em estudo. A concentracao de 34,6
g/mL do extrato hidroetandlico promoveu a inibicao de 50% da lipoperoxidagao
em homogenato de cérebro de ratos, confirmando o significante potencial
antioxidante desse extrato."
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Massariolie colaboradores’ realizaram um estudo da capacidade antioxidante
do extrato hidroalcodlico (80%) das frutas liofilizadas de E. uniflora. A atividade
antioxidante foi investigada colorimetricamente por meio da reacdo do extrato
(1.000 pug/mL) com o radical 1,1-diphenyl-2-picrilhidrazyl em solucao (DPPH). A
porcentagem de inibicao foi determinada e correspondeu a 45,03 + 2,87%.”!

Esses resultados confirmam, portanto, que a extracdo hidroalcodlica das
folhas e dos frutos da £ uniflora apresentam acao antioxidante, confirmada em
diferentes metodologias.

Extrato metandlico

O extrato metandlico das folhas de Eugenia uniflora foi testado quanto a sua
capacidade antioxidante por meio de diferentes metodologias: poder antioxidante
redutor do fon férrico; determinacao do poder redutor; avaliacdo da capacidade
antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio; e atividade sequestradora
do radical DPPH. As concentracbes testadas foram 2,5 a 0,5 mg/mL. Para cada
metodologia, os resultados foram: (i) poder antioxidante redutor do fon férrico:
42,15 + 2,13 mM Fe(ll)/g peso seco; (i) determinacao do poder redutor: 0,21 +
0,02 de absorbancia a 700 nm; (iii) avaliacao da capacidade antioxidante total
pelo método do fosfomolibdénio: 22,75 + 1,24 mg BHT/g peso seco; (iv) atividade
sequestradora do radical DPPH: 28,76 + 0,23%.72 Em outro estudo relacionado,
utilizando o extrato metandlico das folhas de E. uniflora, foi demonstrada uma
acao antioxidante dependente da dose na metodologia de peroxidacao lipidica
induzida pelo Fe2+/ascorbato (Clso = 6,9 ug/mL). Também se observou o efeito
significativo do extrato na metodologia de peroxidacéo lipidica induzida pelo CCl4/
NADPH (Clso = 6,2 ug/mL). O extrato da E. uniflora também foi eficaz em sequestrar
anions superoxidos (Clso= 7,7 pg/mL) e radicais DPPH (Clso= 9,1 ug/mL)."””" Esses
dados confirmam o potencial antioxidante do extrato metandlico das folhas de E.
uniflora nos diferentes ensaios empregados para avaliar o efeito antioxidante.

Bagetti e colaboradores® investigaram a capacidade antioxidante de
extratos metandlicos das sementes de E. uniflora. As sementes foram agrupadas
em trés diferentes categorias, de acordo com a cor do fruto da qual se originou
(roxo, vermelho ou laranja). Os testes foram realizados, em concentragdes nao
especificadas, nas metodologias de (i) atividade sequestradora do radical DPPH
e (ii) poder antioxidante redutor do ion férrico. A capacidade antioxidante foi
expressa em mmol de trolox por 100 g. No teste da atividade sequestradora do
DPPH, foram observados valores semelhantes para todos os extratos metandlicos,
independentemente da cor dos frutos. Os valores (em mmol de trolox por 100 g)



foram 14,6 + 0,6 (sementes de frutos roxos), 16,7 = 1,3 (vermelhos) e 17,4 + 1,4
(laranja). Para o teste do poder antioxidante redutos do ion férrico, os valores
(em mmol de trolox por 100 g) foram 26,2 + 2,8 (semente de fruta roxa), 6,1 + 0,7
(vermelha) e 6,4 + 0,4 (laranja). Ao contrario do ocorrido com o ensaio do DPPH, o
extrato das sementes da pitanga roxa apresentou alta capacidade de reduzir o ion
férrico quando comparado as demais sementes (das frutas vermelhas e laranjas).
Esses testes indicam que as sementes da pitanga parecem fontes promissoras de
antioxidantes, uma vez que sua atividade no teste do DPPH foi cerca de duas vezes
maior que aquela apresentada pelas polpas de varios frutos tropicais, incluindo
uva e acal, segundo os autores.

Esses mesmos autores, em 2011, investigaram posteriormente a capacidade
antioxidante dos frutos de E. uniflora. Foram testados os extratos metandlicos
das polpas da pitanga roxa, vermelha e laranja. A capacidade antioxidante foi
novamente avaliada pelas metodologias de (i) atividade sequestradora do radical
DPPH e (ii) poder antioxidante redutor do fon férrico, e expressos em mmol de
trolox por 100 g. No teste do DPPH, os resultados para os extratos das polpas dos
frutos roxo, vermelho e laranja foram, respectivamente, 3,1 +0,7;1,4+0,1; 1,4+ 0,0.
No ensaio do poder antioxidante redutor do fon férrico os valores para os extratos
das polpas dos frutos roxo, vermelho e laranja foram, respectivamente 3,1 + 0,6;
14+0,3;1,1+0,1. Mais uma vez, os resultados indicam que a pitanga de cor roxa
possui alta capacidade antioxidante. Essa capacidade antioxidante apresentou alta
correlacao com o conteuido de fendlicos totais, estudado no mesmo artigo.*

Outras extracoes, fracoes e compostos isolados

Santos™ realizou uma extracao supercritica (com CO2 a altas pressoes)
das sementes da fruta de E uniflora e realizou testes de acao antioxidante.
As concentragdes de 5.000, 7.500 e 10.000 ppm foram testadas para avaliar a
capacidade antioxidante pelo método do DPPH. O melhor efeito obtido para o
extrato supercritico ocorreu na concentracao de 10.000 ppm, e correspondeu
a 22,29% de inibicdo. Porém, o efeito obtido pelo extrato aquoso das sementes
em soxhlet, na mesma concentracao, foi maior (35,5%), sugerindo que ocorrem
modificacdes na composicao quimica do extrato obtido por extragcao supercritica.*

Em relacdao a estudos com compostos isolados, foram testados os flavonoides
quercetina e miricetina, ambos identificados na E. uniflora, pelo método do DPPH,
nas concentracoes entre 3,13 e 1.000 ug/mL. Os dois flavonoides apresentaram
importante agao antioxidante com Cl,, correspondentes a 110,28 ug/mL para a
querceting, e 152,63 pg/ml para a miricetina.”
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4.3.2.1.3 Efeito antiparasitdrio in vitro da Eugenia uniflora L.

Oextrato hidroalcoolico dasfolhas de E. uniflora,a 100 ug/mL, foi capaz de inibir
in vitro o crescimento das formas promastigota e amastigota da L. amazonensis
em, respectivamente, 38,0 + 3,8% e 51,6 + 0,8%.” Na forma promastigota dessa
espécie, foi testado o dleo essencial das folhas de E. uniflora nas concentragcdes
entre 3,12 a 400 pg/mL. O 6leo essencial foi efetivo de forma dose-dependente e
inibiu 100% do crescimento da L. amazonensis a partir da concentracao de 100 pg/
mL. A CI,, correspondeu a 1,75 ug/mL. A anfotericina B foi usada como controle
positivo, e sua Cl, correspondeu a 2 ug/mL.*O extrato metandlico das folhas de E.
uniflora também foi testado sobre a forma promastigota da L. amazonensis. Nesse
estudo, a concentracao capaz de inibir 50% do crescimento deste protozoario
foi superior a 250 ug/mL™ Diante desses estudos, o melhor efeito contra a L.
amazonensis foi obtido com o éleo essencial das folhas de E. uniflora.

O extrato metandlico das folhas de E. uniflora inibiu 50% do crescimento, de
forma significativa, da Leishmania chagasi a uma concentragcao também superior a
250 ug/mL.™*Q extrato etanolico das folhas de E. uniflora, testado nas concentragdes
de 100 e 500 pug/mL, foram capazes de inibir, significativamente, o crescimento da
forma promastigota de Leishmania brasiliensis. As inibicbes maximas foram 65% e
75%, respectivamente, para as concentracdes de 100 e 500 ug/mL.*

O efeito antiparasitario do extrato metandlico das cascas de E. uniflora foi
investigado frente a Leishmania donovani. A concentracao necessaria para inibir o
crescimento desse protozodrio em 50% foi superior a 50 ug/ml nesse estudo, que
envolveu diferentes plantas com acao antiparasitaria.’

Os efeitos de diferentes extratos obtidos de E. uniflora foram avaliados também
em parasitas do género Trypanosoma. O extrato hidroalcodlico das folhas de E.
uniflora, a 100 pg/mL, foi capaz de inibir o crescimento da forma epimastigota do
Trypanosoma cruzi em 34,3 +4,6%.” Em outro estudo, o extrato hidroalcodlico das
folhas de E. uniflora foi testado nas concentracoes entre 10 e 500 ug/mL sobre a
forma epimastigota do T. cruzi. E obteve-se a concentracao letal capaz de matar
50% desses parasitas, correspondente a 50 ug/mL.** O extrato etandlico das folhas
de E. uniflora também foi testado contra T. cruzi. Nas concentracdes de 1, 10 e
100 pg/ml, as inibicoes da forma epimastigota corresponderam a 27,3%, 64,8% e
80,8%, respectivamente. A CE_ calculada correspondeu a 62,76 pg/mL.*



Informacoes Sistematizadas da Relacdo Nacional d¢

Plantas Medicinais de Interesse ao SUS

Um estudo realizado por Holetz e colaboradores,'” verificou o efeito de 15
plantas medicinais, inclusive da E. uniflora, no crescimento e na diferenciacao
celular de Herpetomonas samuelpessoai, um tripanosomatideo néo patogénico
utilizado como modelo biolégico, que apresenta antigenos semelhantes aos do
Trypanosoma cruzi. O extrato bruto das folhas, obtido com etanol 90%, foi testado
na concentracao de 1.000 pg/mL. O extrato da £ uniflora causou fraca inibicao do
crescimento do parasita (aproximadamente 15%,).'”

Sobre o Tripanosoma brucei foi testado o extrato aquoso da casca de E
uniflora, o qual resultou numa Cl, superior a 50 ug/mL’ Em outro estudo, 0s
extratos n-hexano, clorofdrmio, acetato de etila e metanol, obtidos das folhas de
E. uniflora, foram testados sobre Tripanosoma brucei e foram obtidas as seguintes
concentracoes letais para 50% dos parasitas (CLso): 117,33 +3,1; 137,9 £ 4,3, 1488
+ 1,8 e 148,8 + 1,8 ug/mL, respectivamente.”

Na investigacao anterior, 0s mesmos extratos n-hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, obtidos das folhas de E. uniflora, foram testados
sobre Tripanosoma congolense, incluindo uma cepa resistente. Foram obtidas as
seguintes concentracoes letais para 50% dos parasitas: 146,16 +£5,9; 156,8 + 0; 12,5
+0e 120,8 + 1,9 ug/mL, respectivamente. Para a cepa resistente do Tripanosoma
congolense, somente o extrato acetato de etila se mostrou ativo (Clso = 12,5+ 0
ug/mlb).*

O extrato aquoso da casca de E uniflora foi testado sobre Trichomonas
vaginalis, o qual resultou numa Clso superior a 100 ug/mL. Em outro estudo, apos
24 horas da administracao, o extrato metandlico das folhas de E. uniflora causou a
mortalidade de 50% dos parasitas Trichomonas gallinae, com a concentracao de
61,70 + 1,65 ug/mL"

O extrato aquoso da casca de E. uniflora nao apresentou efeito significante
contra Caenorhabditis elegans.’

4.3.2.1.4 Efeito antidiarreico in vitro da Eugenia uniflora L.

O efeito do extrato aquoso das folhas de E. uniflora foi investigado em intestino
isolado de rato quanto a capacidade propulsora intestinal. Nesse experimento,
camundongos foram previamente tratados por gavagem com 0,1 mL do
extrato/10g de peso + charcoal (marcador de propulsao intestinal). O controle
recebeu o mesmo tratamento, porém o extrato foi substituido por dgua. Quarenta
e cinco minutos depois, 0s animais foram mortos, todo o intestino foi isolado e a
distancia percorrida pelo charcoal foi determinada. Estabeleceu-se uma relacao
entre essa distancia e a extensao total do intestino. No resultado, observou-se que
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arazao dadistancia percorrida pela extensao total do intestino correspondeu a 0,72
+ 0,05 no controle. Enquanto correspondeu a 0,50 + 0,06 no grupo tratado com
o extrato de E. uniflora. Houve diminuicdo da distancia percorrida pelo corante,
sugerindo reducao moderada do transito intestinal e consequente beneficio em
eventos de diarreia.*

4.3.2.1.5 Efeito inibidor enzimatico in vitro da Eugenia uniflora L.

Morais e colaboradores' investigaram a acao do extrato etandlico das partes
aéreas de E. uniflora sobre a acdo da enzima acetilcolinesterase, por um método
que emprega cromatografia em camada delgada e uma reacdo colorimétrica. A
concentracao testada foi 2 mg/mL, a qual gerou um halo de inibicao de 0,5 cm,
confirmando a acéo inibitdria sobre a enzima acetilcolinesterase. O carbaxol foi o
controle positivo utilizado, o qual gerou um halo de 1,0 cm. A inibicao da enzima
acetilcolinesterase prediz possiveis usos terapéuticos contra Alzheimer e outras
doencas que envolvam a caréncia do neurotransmissor colinérgico.'”

Schmeda-Hirschmann e colaboradores® investigaram o efeito do extrato
alcodlico das folhas de E. uniflora na atividade da enzima xantina oxidase, que
cataliza a oxidacdo da xantina e gera a hipoxantina e, por fim, o acido urico. Essa é a
razao do interesse em testar a acao inibidora dessa enzima, uma vez que 0 excesso
do 4cido Urico induz a gota (que a pitanga parece tratar popularmente). No
resultado, o extrato cru das folhas inibiu a xantina oxidase, apresentando Clso de 22
tg/mL (com limite de confianca de 12,6 a 31,4 ug/mL). Essa atividade foi atribuida
aos flavonoides quercitrina, quercetina, miricitrina e miricetina, identificados nesse
extrato.®

Lee e colaboradores™ investigaram os efeitos de taninos isolados da E. uniflora
sobre a enzima DNA polimerase de virus Epstein-Barr, virus humano da herpes
diretamente relacionado ao carcinoma nasofaringeo. Observaram-se valores de
Clso de inibicao da DNA polimerase de 26,5 mM para galocatequina; 62,3 mM
para oenoteina B; 3,0 mM para eugeniflorina D1 e 3,5 mM para eugeniflorina Da.
Portanto, esses taninos sao potenciais inibidores da DNA polimerase do virus
Epstein-Barr. Essas enzimas sao relacionadas a replicacao viral e, portanto, sua
inibicao pode ocasionar reducao da quantidade de novos virus causadores do
cancer nasofaringeo.”



4.3.2.1.6 Outros efeitos in vitro da Fugenia uniflora L.

Além dos efeitos relatados até o momento, a E. uniflora tem sido citada quanto
a sua capacidade imunomoduladora. Os testes foram realizados em esplendcitos
de camundongos. Foram testadas as concentracoes de 1, 5, 10 e 25 pg/mL das
fracOes acetato de etila, butandlica e aquosa obtidas das folhas e das sementes
de E. uniflora. As citocinas (IFN-gama, IL-2 e IL-6), além do &xido nitrico, foram
quantificadas no cultivo de esplendcitos. Nos resultados, ndo houve alteracao
significativa das citocinas e do dxido nitrico, indicando que os extratos e as fracdes
testados nao sao pro-inflamatdérios nas concentracoes avaliadas.”

Morioka e colaboradores' investigaram o efeito do extrato aquoso das folhas
de E. uniflora sobre o fluxo de calcio em cardiomidcitos. Os cardiomidcitos foram
isolados por meio de tratamento enzimatico do coracao (ventriculos) de cobaias
e acondicionados em liquido nutritivo. O potencial de membrana foi avaliado
pela metodologia de patch-clamp, com foco no fluxo de fons Ca?*. O extrato nas
concentracoes de 100 pg/mL e 1T mg/mL reduziu, respectivamente, 7% e 21%
das correntes de Ca’* dependentes de voltagem. Em concentracdes superiores,
nao houve diferenca significativa. Esse resultado pode sugerir a existéncia de
principios ativos na composicao do extrato que possuem atividade inibidora
sobre canais de célcio dependentes de voltagem. Clinicamente, o referido extrato
e seus componentes ativos pode ser Util no tratamento da hipertensao arterial.'*

4.3.2.2 Ensaios in vivo

Foram selecionados 14 artigos cientificos que investigam a acao de extratos,
fracbes, Oleos essenciais ou compostos semipurificados (sesquiterpenos)
da Eugenia uniflora em modelos animais. Os experimentos ocorreram em
camundongos (oito estudos), em ratos (cinco estudos) ou em macacos (um
estudo).

Foram investigadas as acoes: hipotensora (trés ensaios),*#'» no desempenho
cardiaco (um ensaio)”, diurética (dois ensaios)®® anti-inflamatdria  (trés
ensaios),”'*# antinociceptiva (dois ensaios),®'? antipirética (um ensaio),”™ no
transito intestinal (um ensaio) ® antidepressiva (dois ensaios),*'"® acao reguladora
do metabolismo lipidico e/ou glicémico (trés ensaios),**** e acao protetora (um
ensaio)’® da Fugenia uniflora. Mais detalhes dos experimentos e seus resultados
encontram-se no Quadro 4 a seguir.
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Quadro 4 — Ensaios in vivo realizados com a Eugenia uniflora L.

.. Produto . . A .
Atividade testado Animal Dose, via e frequéncia Metodologia Resultados Ref.
N&o ocorreram variacoes significantes da pressao arterial no
) ) o . ) tempo de 30 minutos paras as doses testadas. Entretanto,
Os ratos foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia que inclui .
Doses de: 56,94, 145,172 o 3 o . nos tempos de 60 e 90 ocorreram reducdes significantes da
L traqueostomia, e introducao de um cateter de polietileno na carétida ) i
. Extrato aquoso mg/kg, administradas por . . ) - A . presséo arterial, de forma tempo dependente. As doses de 56,
Hipotensora Ratos normotensos | . para afericdo da presséo arterial média em mandmetro de mercurio. N (83)
das folhas via oral (gavagem), uma N . S 94,145, 172 mg/kg causaram reducoes de 24%,17%,13% e 21%,
. o A presséo arterial dos animais foi verificada nos tempos 30, 60 e 90 : !
Unica exposicao. . . - - respectivamente, para o tempo de 60 minutos. As mesmas doses
minutos apods a administragdo do extrato. . X
para o tempo de 90 minutos causaram, respectivamente, 34%,
20%, 20% e 31% de reducdes da pressdo arterial.
Os ratos foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia de
traqueostomia e introducdo de um cateter na artéria carétida. O cateter
foi conectado a um transdutor de pressao que permite a afericdo e o
' registro das modificacdes na pressao arterial média em um poligrafo. A administracéo intraperitoneal de 1 mg/kg do extrato causou
Dose de 1 mg/kg pela via o T ) - « ‘ - . .
. i Os animais foram divididos em dois grupos distintos: reducdo aproximada de 48% da pressdo arterial média em
‘ Extrato aquoso intraperitoneal, ou o ‘ - > ‘ .
Hipotensora Ratos normotensos . 1o grupo: dose de 1 mg/kg por via intraperitoneal, administrada a cada | relagdo ao grupo-controle. A dose hipotensora maxima (8 mg (68)
das folhas 8 mg dI/kg, pela via : : - : S < .
iNtravenosa 30 minutos, para registro da pressao arterial por 4-7 horas. dl/kg) do extrato inibiu hipertensao causada pela fenilefrina em
' 2° grupo: uma curva dose-resposta com a fenilefrina nas doses aproximadamente 80% de sua resposta maxima.
cumulativas de 1 pg/kg a 2 mg/kg foi realizada antes e depois do
tratamento com o extrato, na dose de 8 mg dl/kg, administrado pela via
intravenosa.
- Os ratos anestesiados tiveram a artéria carétida canulada e conectada . ) AT '
Unica dose de : . . A pressao arterial média foi reduzida de 120 mmHg para 60
. Extrato aquoso - a um sistema computadorizado, para acompanhamento da pressao o . ;
Hipotensora Ratos normotensos | 5 mg/kg, administrada X . o ) , mmHg (50%), e recuperou seus niveis normais apds 30 segundos. (125)
das folhas 7 arterial média. O extrato foi injetado por meio de um segundo catéter S . ol
pela via intravenosa ) . . Esta reducéo foi atribuida a mecanismos periféricos.
introduzido na veia femoral.
. Ratos foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia de introducéo . .
Foram administradas pela , . L. 9 A <; A frequéncia cardiaca aumentou de 246 para 257 (2 mg dl/kg),
o de catérer na artéria carétida para acompanhamento da frequéncia . .
via intravenosa as doses ) B L - . 290 (4 mg dl/kg), 304 (8 mg dlI/kg) e 348 batidas/min (16 mg dl/
Desempenho Extrato aquoso cardiaca e da forca de contracdo (secundaria a pressao arterial
, Ratos de 2,4,8,16 mg dl/kg, . : ) . ) kg) e permaneceu constante em altas doses (67 mg dl/kg). A (29)
cardiaco das folhas S diferencial), por meio de um sistema de registro acoplado a um . T o N
podendo atingir a dose de . o ) . presséao diferencial (sistdlica menos diastdlica) diminuiu de 7,5
transdutor de pressdo. O extrato foi injetado pela jugular para obtencao
67 mg dl/kg. mmHg para 4 mmHg na dose de 16 mg dl/kg.
do resultado.
o ) - o ) O melhor efeito diurético foi observado para a dose de
Em animais anestesiados foi realizada uma incisdo (2 cm acima do :
" . ) . o . 94 mg/kg, que aumentou a diurese em 213% e 373% nos
Doses de: 56,94, 145,172 pénis) por meio da qual foi localizada, exteriorizada e canulada a bexiga )
Lo L : . tempos de 60 e 90 minutos. A dose de 145 mg/kg apresentou
o Extrato aquoso mg/kg, administradas por urindria para coletar amostras de urina e proceder com a medida . o
Diurética Ratos normotensos menor efeito, cuja diurese correspondeu a 91% no tempo de (83)

das folhas

via oral (gavagem), uma
dnica exposicao.

gravimétrica do seu volume e determinacdo das concentragdes de
sodio e potassio. Os parametros foram avaliados nos tempos de 30, 60 e
90 minutos.

90 min. Observou-se que as doses intermediarias (94 e
145 mg/kg), além de apresentarem melhor efeito diurético,
também aumentaram a natriurese e caliurese.

continua
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. . Produto . . .. .
Atividade testado Animal Dose, via e frequéncia Metodologia Resultados Ref.
Nas doses de 15 e 60 mg dI/ kg o extrato nao causou
aumento da diurese. Porém, a atividade foi
observada na dose de 120 mg dl/kg, que causou
Este experimento foi As ratas foram colocadas em gaiolas metabdlicas e o volume da urina foi | efeito diurético semelhante ao controle positivo
Extrato Ratos realizado em ratas tratadas | coletado a cada 30 minutos durante um total de 4 horas depois do (amilorida).
Diurética aquoso NOMMOLENsos por gavagem com o extrato | tratamento com o extrato. Foram contabilizados o volume de urina e as | (Atividades diuréticas absolutas de 273,2 + 60,3% (68)
das folhas nas doses de 15,60 ou 120 | concentracdes de Na*, K e CI. A amilorida (20 mg/kg) foi usada como e 335,2 + 52,1%, respectivamente, para a E. uniflora
mg d.l/kg controle positivo de diurese. e a amilorida), porém ocorreram diferencas na
composicao idnica da urina. A amilorida induziu
perda de Na* e reteve o K*, enquanto o extrato
ocasionou uma urina com pouco Na* e Cl.
O dleo essencial e os extratos apresentaram acao anti-
. ) inflamatdria, evidenciada pela reducdo do edema de pata,
Oleo essencial, ) . . e . .
) Para avaliar a acdo anti-inflamatdria, foi realizado o ensaio de edema de | em todos os tempos avaliados. Os melhores resultados foram
L - extratos aquoso 150 e 300 mg/kg, por via . ‘ ) ‘ .
Anti-inflamatéria e etandlico Camundongos oral pata induzido por carragenina. As patas foram mensuradas antes da obtidos para a dose de 300 mg/kg, no tempo de 4 horas apds (88)
das folhas administracdo do agente flogistico e apds 1, 2 e 4 horas do tratamento. | sua administracdo. Nessas condigdes, o 6leo essencial e os
extratos aquoso e etanolicos chegaram a inibir, respectivamente,
32,5%, 57,5% e 34,5% do edema.
Ap6s uma incisdo no abdome, a valvula fleo-cecal foi exposta, ligada
parcialmente e perfurada. Em seguida, foi recolocada na cavidade A letalidade foi significativamente reduzida e de forma
Fracio 75,150 e 300 mg/kg, abdominal e o animal foi tratado e acompanhado durante sete dias, dependente da dose (respectivamente 25, 50 e 57%).
- - ¢ " administrados por via oral, para quantificacdo da letalidade. Alguns animais passaram pelo mesmo | A fracdo butandlica da E. uniflora inibiu todos os parametros
Anti-inflamatéria butandlicadas | Camundongos ) . . , ) - ) R L , . : L (5)
folhas uma vez ao dia, durante procedimento, porém, apods 6 horas da inducao, foram destinados a pré-inflamatorios avaliados. A dose de 300 mg/kg V.O. inibiu
sete dias consecutivos coleta de sangue, pulmoes e ileo. Esses tecidos foram utilizados para os | 32,3 do TNFaq, 38,8% do IL-1(3, 57,6% da atividade da
testes de parametros inflamatorios, como citocinas, mieloperoxidase e mieloperoxidase, 75% da iINOS e 80,8% da expressao da COX-2.
expressao das enzimas INOS e COX-2
Foi investigada por meio da metodologia de edema de orelha induzido
pelo éster de forbol. Este foi aplicado no volume de 20 uL na orelha . .
- . . . Dose de 200 mg/kg, pela . . . No teste de edema de orelha, o 6leo bruto ndo apresentou
Anti-inflamatéria Oleo essencial | Camundongos . dos camundongos 1 hora depois do tratamento com o 6leo essencial. . e ! (14)
via oral ) T } diferenca significante em relagdo ao edema causado no controle.
Depois de 6 horas os animais foram sacrificados e as orelhas cortadas e
pesadas para investigacao do efeito.
A atividade antinociceptiva foi determinada de duas maneiras: (i)
Extratos aquoso usando o método da placa quente, sobre a qual é quantificado o . ! S .
S ' e . . A : L Em ambos os testes, ndo houve diferenca significante em relacéo
Antinociceptiva e etandlicodas | Camundongos 300 mg/kg, por via oral tempo de permanéncia (laténcia) do animal sobre a superficie da placa, 30 controle (88)
folhas constantemente aquecida entre 50°C e 55°C, e (i) teste de contorcdes ’
induzidas pela administracéo intraperitoneal de &cido acético.
) ) O 6leo essencial bruto inibiu as contor¢oes em 48% na dose
O 6leo essencial crue a -
- de 200 mg/kg. A fracdo pentano, na mesma dose, apresentou
fracdo pentanol: 50, 100, o . . e
. o ) ) ) ) inibicao superior, 70%. Os sesquiterpenos inibiram 74% das
. . 200 e 500 mg/kg. As A atividade antinociceptiva foi determinada de duas maneiras, usando o . o .
Oleo essencial . . , . T : contracdes abdominais. Todos os produtos da E. uniflora testados
o ) N fragdes diclorometano e método da placa quente e o teste de contor¢cdes abdominais induzidas .
Antinociceptiva bruto, fragdes e | Camundongos aumentaram o tempo de laténcia na placa quente (126)

sesquiterpenos

metanol: 200 mg/kg, e os
sesquiterpenos majoritarios
a 100 mg/kg. Todos pela
via oral

pela administracao intraperitoneal de 4cido acético.

significativamente. Os sesquiterpenos foram responsaveis pelo
melhor efeito, aumentando o tempo de laténcia para além do
periodo de corte (de 30 segundos, visando a seguranca dos
animais).

continua
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.. Produto . . A .
Atividade testado Animal Dose, via e frequéncia Metodologia Resultados Ref.
O ¢leo essencial e a fragédo
pentanol: 50, 100, 200 e
. . 500 mg/kg. As fracoes Os camundongos foram tratados com os diferentes produtos e . . . . )
Oleo essencial ) . - ) o O dleo essencial e os sesquiterpenos conseguiram reduzir
L diclorometano e metanol: concentracdes. Entdo as temperaturas retais dos animais foram p : .
Antipirética bruto, e Camundongos . a temperatura entre 1,5°C e 2°C, no periodo investigado (126)
: 200 ma/kg. mensuradas a cada hora, até completar 3 horas e comparadas com os
sesquiterpenos ; o S de 3 horas.
Sesquiterpenos majoritarios: | animais do grupo-controle.
100 mg/kg. Todos pela
via oral
O extrato nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg nao interferiu no
Os camundongos foram tratados com o extrato, agua ou fluoxetina tempo de imobilidade. A fluoxetina, controle positivo, provocou
Extrato (10 mg/kg). Foram aguardados 60 minutos antes dos testes de a reducédo desse tempo, como esperado. Portanto, o extrato
' . s Doses 1, 10 e 100 mg/kg, suspensao da cauda e do teste de campo aberto para avaliar o testado nestas doses ndo produziu nenhum efeito antidepressivo
Antidepressiva etandlico das Camundongos . . ; . ; . s o , N . (28)
folhas administradas pela via oral | potencial antidepressivo da planta. O tempo de imobilidade no teste de | significante. Da mesma forma, também ndo houve variacao
suspensao da cauda e atividade locomotora no campo aberto foram os | significante da atividade locomotora no teste de campo aberto,
parametros avaliados. confirmando que ndo houve prejuizo da habilidade motora
nesse estudo.
o ) . . ) O ¢leo essencial reduziu significativamente o tempo de
Os animais foram pré-tratados com diferentes doses do 6leo essencial ) . . L L
) ] : imobilidade. A DI, foi 9,1+1,2 mg/ kg e a inibicdo méaxima para
ou com a fluoxetina (32 mg/kg, c.0.) ou veiculo, 60 minutos antes do , N
. : ) . ) 0 6leo essencial foi 72,8+17,1% para a dose de 50 mg/kg no
teste de suspensao da cauda. Para investigar o envolvimento da via - : .
; ) - L o . teste de suspensédo da cauda. A fluoxetina reduziu 56,3% quando
) ) Oleo essencial 1a 50 mg/kg, administradas = noradrenérgica, alguns animais foram tratados com prazosin (1 mg/kg, . )
Antidepressiva Camundongos ) X ! . S comparada com o vefculo. O pré-tratamento dos camundongos (118)
das folhas pela via oral. |.P), antagonista seletivo alfa-1 adrenérgico, ou ioimbina (1 mg/kg, |.P), R ! . .
. A . . : com ketanserina, ioimbina e prazozin preveniu esse efeito
antagonista seletivo alfa-2 adrenérgico. E para avaliar o envolvimento da . ) ) :
) L : . antidepressivo evidenciado por esse modelo. Esse resultado
via serotoninérgica, foram usados antagonistas, entre eles a ketanserina ) .
: h . confirma o envolvimento, ao menos em parte, dos sistemas
(antagonista ndo seletivode receptores 5-HT. ., receptores 5 mg/kg |.P). o L ) :
2A2C adrenérgico e serotoninérgico no efeito da E. uniflora.
Os animais receberem, por via oral, uma solu¢ao aquosa de 10% de ) ) o .
) . O extrato aquoso foi capaz de reduzir a distancia percorrida pelo
Extratos aquoso . charcoal ativado (0,3 mL/animal) 1 hora antes do tratamento com a ) .
o ) . 300 mg/kg, por via oral em S : . e charcoal no intestino. Os valores para o extrato aquoso e para
Transito intestinal e etandlicodas | Camundongos Eugenia uniflora. Posteriormente, os animais foram mortos e a distancia , . ] (88)
camundongos ) . ! o controle tratado com &gua foram, respectivamente, 52,4% e
folhas percorrida pelo marcador foi medida e comparada entre os grupos 6250
- 5%.
tratados em relacdo ao controle.
Além da alimentacdo convencional, foi administrado aos macacos, duas
vezes ao dia, uma emulsao de triglicerideos e colesterol (30% o6leo,
O extrato foi administrado 2% colesterol, 45% agucar, 23% agua e 0,1% polpa de banana, w/w), O extrato ndo demonstrou atividade significante sobre o
Reguladora do Extrato bruto Macacos ela via oral, na 10 mL/ kg (0,5g extrato/kg), por via oral. Houve coleta prévia para metabolismo lipidico de triglicerideos e colesterol. Além disso
metabolismo hidroalcodlico Cebus apella P ! 9 v-g 9P ' P P P 9 ; ! (38)

lipidico e glicémico

das folhas

concentragao de 0,5 g/kg,
durante 14 dias

comparacao dos parametros a serem comparados antes e depois dos
tratamentos. A administracdo do extrato da E. uniflora comecou quando
o colesterol aumentou 30% dos seus niveis basais. Amostras de sangue
dos animais foram coletadas para avaliacéo.

ndo ocorreram efeitos significantes na uremia e glicemia,
também avaliadas.

continua
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conclusao

A fracéo precipitado da E. uniflora demonstrou ser eficaz na
hiperglicemia pés-prandial pela sua inibicdo da decomposicao
Foram testadas perg ) POsp P - s ) Posi¢
a5 fraces de carboidratos, bem como da absorcao de glicose.
Reguladora do hexér?ica 300 ma/ka. por via oral para Os camundongos previamente tratados foram submetidos aos As fracoes acetato de etila, aquosa e precipitado inibiram
metabolismo Acetato dle otila Camundongos todas ags fg, F()")es P testes plasmaticos para avaliar uma possivel acao hipoglicemiante e a atividade da lipase pancreética, mostrando-se efetivas na (64)
lipidico e glicémico AaU0Sa € O ' s hipotrigliceridemiante das fracdes da Eugenia uniflora. hipertriglicidemia poés-prandial. No teste de tolerancia a glicose,
quosa, as fracoes hexanica e precipitado inibiram a elevacao da glicose
precipitado . R
no plasma. Esses efeitos foram aparentemente devido a inibicao
da absorcéao da glicose pelo intestino.
Houve inibicao significante do peso corporal dos ratos tratados
. N : ' o < <0.05), reducao da gordura visceral, dos niveis de colesterol
Dose: quantidade de 5% Os animais foram tratados com dieta rica em lipidios, contendo ou néo b ) ) ¢ 9 o
Reguladora do ) . } ) e da leptina no plasma destes animais. Entretanto, o HDL e a
. Extrato aquoso do extrato, por via oral, o extrato da E. uniflora, durante oito semanas. Em seguida, houve a . IR
metabolismo Ratos ) . . . ) ) , glicose plasmatica nao foram afetados por este tratamento, e (95)
S das folhas incorporado (ou ndo) a uma | avaliacdo do peso corporal, niveis de colesterol, glicose e leptina, além - ) - .
lipidico . o . nao houve modificacdo da absorcao lipidica. Os autores sugerem
racdo rica em lipidios da gordura visceral. o o ; T
(contraditoriamente) como principal mecanismo, a diminuicdo
da leptina no plasma.
Os camundongos receberam 300 mg/kg de acetaminofeno (300
mg/kg, que causa lesao por aumento da peroxidacao lipidica), ou
veiculo (salina). Depois de 30 minutos, o éleo essencial (200 mg/kg) O ¢leo essencial das folhas de E. uniflora (200 mg/kg)
ou veiculo (6leo canola) foram administrados. Decorridas 24 horas, 0os restaurou todos os parametros bioquimicos modificados pelo
Hepatonrotetora Oleo essencial Camundonaos 200 ma/ka por via oral camundongos foram anestesiados e amostras do sangue, do figado e acetaminofeno, como o conteudo de tidis ndo proteicos, 78)
patop das folhas 9 grkgp dos rins foram coletadas para avaliar as enzimas alanina transaminase atividades da 6-Ala-Deglutathiona-S-transferase, reduziu o nivel
(ALT), aspartato transaminase (AST), 5-aminulevunilate dehydratase de TBARS no figado e nos rins. Além disso, aumentou a atividade
(6-Ala-D), catalase, glutationa S-transferase, bem como os niveis plasmatica da ALT e da AST.
de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e de tidis ndo
proteicos.
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Todos os ensaios para avaliar a acdo hipotensora foram realizados com o
extrato aquoso das folhas de E. uniflora em ratos normotensos, em doses e vias
variadas. Os resultados confirmaram o potencial hipotensor dessa planta. Pela via
oral, a dose de 172 mg/kg foi capaz de reduzir a pressao arterial em 31%, apds
90 minutos da administracao.” Pela via intravenosa, a dose de 5 mg/kg reduziu
50% da pressao arterial, que retornou aos niveis basais apds 30 segundos da
administracao."”

Ainda relacionado ao sistema cardiovascular, um estudo avaliou a capacidade
do extrato de E. uniflora em modificar o desempenho cardiaco. Observou-se efeito
inotropico negativo (reducdo da forca de contracao cardiaca), que foi atribuido a
um possivel bloqueio ndo competitivo de canais de Ca?*. Foi observado, ainda,
aumento na frequéncia cardiaca, justificado pela liberacao de catecolaminas (ou
existéncia de compostos agonistas de receptores 3-adrenérgicos no extrato) e pela
ativacdo dos receptores do barorreflexo (este ativado pela hipotensdo causada
pelo extrato).”

Osdoisestudos realizados para avaliara atividade diurética foram conduzidos
paralelamente aos estudos da atividade hipotensora. Ambos ocorreram em
ratos normotensos, tratados por via oral, com extrato aquoso das folhas de
E. uniflora, em diferentes doses (maximo de 172 mg/kg). Nos dois estudos,
observou-se o aumento da atividade diurética® . Cirqueira® demonstrou que
a dose de 94 mg/kg aumentou a diurese em 213% e 373% nos tempos de 60 e
90 minutos, respectivamente, acompanhada pela excrecao de maior quantidade
de fons na urina.® Em relacdo a composicao idnica da urina e sua contribuicao
osmotica para hipovolemia, houve discordancia entre os estudos, uma vez que
Cirqueira® detectou o aumento da excrecao de Na* e K, enquanto Consolini
e colaboradores® verificaram diminuicdo da excrecdo do Na* e CI. Consolini e
colaboradores® justificaram que o efeito diurético foi discreto, provavelmente
por ser um evento fisiolégico secundario ao aumento do fluxo sanguineo renal.®

Para avaliar os efeitos da E. uniflora na inflamacao, encontram-se descritos
trés ensaios em artigos distintos. Todos foram desenvolvidos em camundongos
e os produtos da planta (6leo essencial, extrato aquoso, extrato etandlico e
fraces) foram administrados por via oral. Schapoval e colaboradores® utilizaram
0 modelo de edema de pata e, resumidamente, a maior inibicao do edema
(57,5%) ocorreu apds 4 horas do tratamento com o extrato aquoso, 300 mg/kg
V.O.% Entretanto, em modelo de edema de orelha induzido pelo éleo de créoton™



nao foi observada diferenca significante entre os grupos controle e tratado
com o dleo essencial das folhas da E. uniflora, 200 mg/kg V.0, corroborando
com a possibilidade de maior concentracdo dos compostos anti-inflamatorios
nas extracdes mais polares das folhas. Rattmann e colaboradores,’ por sua vez,
investigaram na sepse experimental os efeitos da fracao butandlica proveniente
da extracao hidroalcodlica das folhas da E. uniflora. Na dose de 300 mg/kg
V.O. ocorreram os melhores resultados. Por exemplo, a letalidade foi reduzida
em 57% (curiosamente, quase o mesmo valor de inibicdo do edema de pata,
relatado previamente, o qual também ocorreu na mesma dose de 300 mg/kg).
Esses autores ainda demonstraram que a fracao butandlica, rica em flavonoides,
também inibiu consideravelmente vérios parametros pro-inflamatérios, como
citocinas pro-inflamatorias, atividade enzimatica da mieloperoxidase (grande
produtora de espécies livres de oxigénio), além de inibir a expressao das enzimas
iNOS (6xido nitrico sintase induzida) e COX-2 (ciclo-oxigenase 2), fortemente
implicadas na manutencédo dos processos inflamatoérios.®

A avaliacdo da atividade antinociceptiva, a qual prediz o efeito da E. uniflora
na dor, também foi investigada. Amorin e colaboradores™ relataram que o
oleo essencial bruto, 200 mg/kg V.O., causou diminuicao de 48% no numero de
contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético. Esse efeito ainda foi maior
para a fracdo pentano (70%) e para os sesquiterpenos (74%), na mesma dose. Além
disso, todos estes produtos da £. uniflora aumentaram o tempo de laténcia na placa
quente, confirmando o potencial analgésico dessa planta para o dleo essencial e
seus derivados.” Porém, esses efeitos ndo ocorreram quando 0s mesmos ensaios
foram realizados por Schapoval e colaboradores® utilizando os extratos aquoso e
etandlico das folhas de E. uniflora,a 300 mg/kg V.0O.# Baseando-se nesses resultados,
é possivel inferir que os compostos com acdo antinociceptiva encontram-se
predominantemente nas extracbes mais apolares, especialmente naquelas que
concentram os sesquiterpenos.”® Curiosamente, essas mesmas extracoes foram
relatadas neste artigo por causarem efeitos antipiréticos nos camundongos.'

O efeito antidepressivo, por sua vez, foi investigado em camundongos, por
meio do teste de suspensao da cauda, no qual a fluoxetina, antidepressivo usado
como controle positivo, reduz o tempo de imobilidade dos animais. Nesse contexto,
foram realizados estudos com extrato etandlico' ou com o 6leo essencial das
folhas."® Embora as doses administradas fossem praticamente as mesmas e a via
oral em ambos ensaios, a acao antidepressiva sé ocorreu nos animais tratados
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com o6leo essencial. Além disso, 0 mecanismo de acdo do 6leo essencial foi
investigado e confirmou o envolvimento das vias adrenérgica e serotoninérgica
no efeito antidepressivo da E. uniflora, as quais sao vias comumente envolvidas no
mecanismo de acao de medicamentos antidepressivos convencionais.'®

A infusao das folhas de E. uniflora é comumente usada em casos de diarreia.®®
Um método experimental para investigar a peristalse intestinal consiste em
administrar um corante (exemplo: charcoal) e verificar a distancia que ele percorre
nointestinoemumdeterminadointervalodetempo,deacordocomostratamentos
investigados. Schapoval e colaboradores® realizaram esse experimento para testar
o transito intestinal de camundongos tratados com o extrato aquoso das folhas
de E. uniflora, 300 mg/kg. Os autores observaram que houve reducao de 10% no
transito intestinal dos animais tratados, confirmando o potencial antidiarreico
dessa planta.®

Os efeitos sobre o metabolismo de lipidios e de carboidratos foi investigado
por meio da administracao oral de diferentes tipos de extracdes das folhas de E.
uniflora, testados em diferentes animais (macacos, camundongos e ratos).

Nos macacos (Cebus apela) nao foram observadas alteracdes no metabolismo
lipf{dico ou glicémico, mesmo apds administracdao do extrato bruto etandlico
durante 14 dias consecutivos.® Entretanto, as fracoes (i) precipitado, (i) acetato de
etila, (iii) aquosa, obtidas de extracao aquosa inicial, foram capazes de diminuir a
glicemia em camundongos, além de inibir a enzima lipase pancreatica, cuja acao
permite a maior absorcao de lipidios pelo intestino. Os resultados poderiam
sugerir beneficios para o tratamento da diabetes e para a prevencdo de doencas
cardiovasculares, além de outros beneficios terapéuticos, como na reducao do
peso corporal.

Esse possivel efeito contra a obesidade foi investigado por um grupo de
pesquisa do Japao (Umemiya et al”), e publicado originalmente em lingua
japonesa. O ensaio foi realizado em ratos alimentados com racao rica em
lipidios, acrescida de 5% de extrato aquoso das folhas de E. uniflora. Apds oito
semanas de tratamento, observou-se a inibicao do peso corpdreo dos animais,
além da diminuicdo da gordura visceral, do colesterol e da leptina.” A leptina
é um hormoénio anorexigénico produzido e liberado pelo tecido adiposo em
quantidades proporcionais a massa de gordura no corpo. A deficiéncia de leptina
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e/ou dos seus receptores induz a obesidade morbida, além de aumento do apetite,
hiperglicemia, hiperlipidemia e reducao do gasto energético, em roedores e em
humanos.'®

Apds compreender a funcao da leptina, é possivel se contrapor a justificativa
dada por Umemiya e colaboradores” para explicar a perda do peso corporal
no ensaio descrito anteriormente, uma vez que a reducao dos niveis de leptina
favoreceria o ganho do peso corporal dos ratos, e ndo sua reducao demonstrada
no estudo."

4.3.2.3 Ensaios ex vivo

Na literatura consultada foram identificados cinco estudos que avaliaram
as acdes da Eugenia uniflora por meio de testes farmacoldgicos ex vivo. Entre os
estudos, quatro referem-se a avaliacdes da atividade cardiovascular e um avalia a
atividade antiespasmodica, conforme informacdes descritas no Quadro 5 a seguir:

67



68

Quadro 5 — Ensaios ex vivo com extratos das folhas de Eugenia uniflora L.

Extrato testado

Concentragoes

Orgaos isolados/

Metodologia/parametro observado

Resultado

Ref.

animal
A aorta foi canulada e conectada para perfusdo com solugao de Krebs a um
fluxo constante de 3 ml/min. A veia cava inferior foi cortada para deixar a ) : « . )
- : . o Induziu vasodilatacdo dependente da concentracdo em leito
Extrato aquoso bruto . y perfusdo prosseguir. A canula arterial foi conectada a um transdutor para L : . o
0,2,06e1,2gdl/100 mL Leito mesentérico de rato . 9 . , L . mesentérico previamente contraido com KCI 80 mM. A inibicdo (68)
das folhas registro da pressao de perfusdo em um poligrafo. Variagcdes nos registros L. N .
- g . : : maxima do tonus foi de 32,3% (n=6, P<0,05) a 1,2 g dl/100 mL.
de pressao de perfuséo induzidas pelo extrato sobre o leito previamente
contraido por KCI 80 mM. Essas variagdes indicam alteragdes no téonus vascular.
Ratos de ambos os sexos foram heparinizados e anestesiados e o coracao
foi rapidamente removido e preparado para o experimento de acordo com .
,p prepa p, P . . Observou-se que a perfusdo com o extrato aquoso bruto da £.
o método de Langendorf. Um baléo de latex foi introduzido no ventriculo . . e
. - : uniflora durante 20 minutos causou 50% de diminuicao do valor
Nas concentracdes para esquerdo e conectado a um transdutor de pressao para registro das . ; o :
< - . . . . basal da pressao intraventricular esquerda maxima, sugerindo um
Extrato aquoso bruto | perfusdo de 03,06 e . contragdes em poligrafo. Os musculos foram estimulados eletricamente e o . .
. - Coragdo de rato , . . . efeito inotrépico negativo de compostos presentes no extrato. Por (29)
das folhas 1,2% em liquido nutritivo também perfundidos via aorta com Krebs aerado com carbogénio. O extrato . R
. ) P o . fim, a curva concentragao-resposta do calcio foi inibida de forma
de Krebs bruto foi dissolvido em liquido nutritivo de Krebs nas concentracdes para - " . . .
- X e nao competitiva pelo extrato da E. uniflora, sugerindo um possivel
perfuséo de 0,3, 0,6 e 1.2%. Em outro set de experimentos, foi feita uma curva : . 1
: - : - o . bloqueio de canais de célcio por compostos presentes no extrato.
por infusdo de diferentes concentracdes do calcio (0,5-2 mM), antes e depois
dainfusédo do extrato a 1,2% por 25 minutos.
A aorta e o coracdo foram removidos e acondicionados em cubas aquecidas,
aeradas e contendo liquidos nutritivos. Do coracao foram isolados os atrios O extrato aquoso da E. uniflora causou vasodilatacdo da aorta pré-
Extrato aquoso bruto | Aorta: 30 a 3.000 pg/mL. | Artéria aorta de rato e &trios esquerdo (de contracao espontanea) e direito (contragdes estimuladas -contraida com prostaglandina PGF2a (Clso = 713 ug/mL) ou com (125)
das folhas Atrio: 0,01-10 mg/ mL de camundongo eletricamente de forma artificial). O relaxamento vascular dos anéis de aortae | KCl (828 pug/mL). Além disso, reduziu a forca de contracdo dos
as alteracdes da forca de contracao e da frequéncia cardiaca dos atrios foram | atrios (Clso =1,04 mg/ mL, sem reducao da frequéncia cardiaca.
mensuradas por meio dos registros obtidos do poligrafo.
Anéis de aorta 3-4 mm foram obtidos de ratos (250-330 g). Os anéis com e
sem endotélio foram colocados em cubas de vidro, contendo liquido nutritivo, ) e )
. . - . O extrato hidroalcoéolico induziu relaxamento dependente do
aquecido a 37°C, aerado com carbogénio, e sob tensdo de 1 g. As tensoes . .. . N .
. L N : , , endotélio, do dxido nitrico e do GMPc. Por outro lado, ndo foi
. s Extrato hidroalcodlico: geradas pelas substancias testadas foram registradas em poligrafos. Apds . . .
Extrato hidroalcdéolico . . . . : afetado pelo tratamento prévio com a indometacina, nem pelos
1-300 pg/mL; fragao confirmar o efeito relaxante, buscou-se informacées sobre o mecanismo. Para ) . )
das folhas e sua ! Aorta de rato ) o : - . bloqueadores dos canais de potassio ou pelos antagonistas (130)
. .| acetato de etila: isso 0s anéis de aorta foram incubados com L-NAME (inibidor da sintese do L ) N -
fracdo acetato de etila i o L ) . muscarinico e histaminérgico. Mostrando que ndo envolve a
0.3-300 pg/mL NO), indometacina (inibidos de prostaciclina), azul de metileno (inibidor de . .
. : . o prostaciclina e nem agem em receptores muscarinicos ou H1 para
GMPc), e bloqueadores seletivos de canais de potéssio. Além disso, testou se : .
. . e ! ) produzir esse efeito relaxante.
o efeito era via receptores muscarinicos, usando o antagonista atropina, ou
histaminico, usando pirilamina (antagonista de receptores histaminérgicos H1).
Os extratos metandlico e cloroférmico resultaram em
contragoes semelhantes as induzidas pela acetilcolina. Portanto,
Concentracoes de 0% a esses extratos nas doses testadas apresentaram atividade
Extratos hexanico 4% para compor curva O duodeno foi dissecado e acondicionado em cuba de 6rgéo isolado contracturante do jejuno. O extrato acetato de etila causou
. ' concentragao-resposta ) contendo liquido nutritivo, aeracao e aquecimento. O érgao foi tensionado e | contragao quatro vezes maior do que a acetilcolina. Por outro
cloroférmico, acetato , Jejuno de rato - ) . - o N
para cada extrato. Além as curvas de contracdo foram realizadas com os extratos e comparadas com lado, o extrato hexanico nao atingiu metade da contracao (53)

de etila, metandlico e
0 6leo essencial

de 0,01%-0,8% para
0s testes com o dleo
essencial

a curva controle da acetilcolina (4,4 a 70,107 M). Os registros das contracoes
foram obtidos em quimaografo.

causada pela curva controle da acetilcolina. Os valores das Clso
para as curvas e suas respostas maximas nao foram apresentadas
nessa referéncia. O dleo essencial ndo causou contracao do jejuno,
porém foi capaz de inibir as contracoes espontaneas ou aquelas
induzidas pela acetilcolina a 5,10-" M.




Em d&trios isolados de camundongos observou-se reducao da forca de
contracao (efeito inotrépico negativo), sem alteracdo na frequéncia cardiaca.'
Esse mesmo efeito foi confirmado em coracao isolado de rato, cujo estudo relatou
possivel boqueio de canais de calcio como responsavel por esse efeito inotrépico
negativo observado em ambos os estudos.”

Os estudos em leito mesentérico e em vasos isolados demonstraram a
vasodilatacdo causada pela Eugenia uniflora %" Esse efeito corrobora com a
capacidade hipotensora relatada pelas indicacoes populares para o uso dessa planta.

Por outro lado, o teste em jejuno evidenciou atividade contratil dos extratos
da Eugenia uniflora sobre a musculatura lisa intestinal nas concentracdes testadas.”
Diante dos resultados obtidos, 0s autores sugeriram seu uso para o tratamento
da constipacao, contrariando as indicacbes populares dessa planta para uso
na diarreia. Entretanto, o 6leo essencial das folhas da E uniflora, nesse mesmo
estudo, demonstrou um efeito que corrobora com o uso popular, uma vez que
este foi capaz de inibir as contracbes espontaneas do jejuno, bem como inibir as
contracbes causadas pela acetilcolina.*

4.4 ESTUDOS CLINICOS

4.4.1Fasel

Ambos estudos clinicos de fase | realizados com Eugenia uniflora ocorrem no
ambito da odontologia e foram fundamentados na capacidade antimicrobiana
dessa planta.”®

No primeiro deles, investigou-se a atividade do extrato hidroalcodlico dos
frutos maduros da E. uniflora em 40 voluntarios de ambos os sexos, com idades
entre 21 e 24 anos, que fizeram o uso de um dentifricio contendo o extrato da
planta ou um dentifricio comercial (controle positivo) pelo menos trés vezes ao
dia. Cada 10 mL de dentifricio de E. uniflora continha em sua composicao: extrato
hidroalcodlico do fruto maduro da planta a 3%; conservantes (parabenos) 0,02 g;
e base de dentifricio gsp.** Os participantes usaram os dentifricios durante 22 dias
consecutivos, apds os quais foram mensurados os indices de acimulo de biofilme,
doenca gengival e contagem de Streptococcus mutans salivar, nos tempos antes
do uso, 15 dias de uso e 22 dias de uso dos produtos.®
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Observou-se reducao estatisticamente significativa entre os tempos antes e
depois de 22 dias de uso, em ambos 0s grupos, para os indices de acimulo de
biofilme, doenca gengival e unidades formadoras de coldnias de S. mutans (p<0,01,
teste t Student). Ao comparar os grupos dentifricio de E. uniflora e Colgate total
12°, constatou-se diferenca estatistica apenas para o indice de doenca gengival
(p<0,01). Portanto, os autores concluiram que o dentifricio contendo o extrato
hidroalcodlico do fruto maduro da Eugenia uniflora possui eficacia semelhante ao
dentifricio comercial (grupo-controle) *

O segundo estudo avaliou a eficacia da descontaminacao das escovas de
dentes pelo spray contendo o 6leo essencial das folhas de EFugenia uniflora L.
Para isso, foi realizado um ensaio clinico cruzado duplo-cego, com amostra de
28 universitarios entre 19 e 25 anos de idade, de ambos 0s géneros, que nao
utilizavam antibioticos ou antissépticos e autorizaram sua participacao por meio
da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os participantes
usaram trés sprays pelo periodo padronizado de uma semana: spray teste (6leo
essencial das folhas de E. uniflora a 2%, dgua destilada e Tween-80), spray controle
positivo (clorexidina a 2%) e spray controle negativo (dgua destilada e Tween-80).
A cada semana, foi disponibilizado um “kit” contendo escova dental com capa,
creme dental, e um dos trés sprays, tendo um intervalo de uma semana entre o
uso destes (conforme esquema do Quadro 6).

Quadro 6 — Sequéncia de procedimentos para o uso do kit experimental contendo
escova, recipiente para coleta de amostras microbioldgicas e sprays de higienizagao®

Tempo

Condutas 12semana 22semana  32semana 42semana 52semana
19) Lavar a escova dentéria ) ) )

, ) Sim Sim Sim
com 4gua da torneira | |
2°) Borrifar 6 vezes o spray
nas cerdas Spray 1 N Spray 2 N Spray 3

: T T
39) Deixar secar durante 1 Sim Sim Sim
hora E E
40) Acondicionar no ) R . R .

: : Sim Sim Sim
recepiente fornecido v Vi
Coleta 70 dia A 21°dia A 35°dia
- coleta das escovas Sim L Sim L Sim
- exame microbiolégico Sim 0 Sim 0 Sim
- contagem das UFC/m Sim Sim Sim
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Apos 0s procedimentos, avaliou-se o grau de contaminacao bacteriana
das escovas pelo S. mutans, depois do uso de cada spray por uma semana,
sendo semeadas as diluicdes de 102 do soro fisioldgico, onde as escovas foram
submersas, no meio de cultura Agar Mitis Salivarius—Bacitracina. Apos a semeadura,
as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas em microaerofilia e feita a
contagem de UFC/mL. As médias de UFC/mL foram: spray teste=1.968,07, controle
negativo=4.867,82 e controle positivo=337,93. Foram observadas diferencas
significativas ao nivel de 1% (p=0,01) ao Teste t de Student entre as médias para
todos os grupos. Concluiu-se que o spray testado foi eficaz na descontaminacao
das escovas dentarias.”

4.4.2 Faselll

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.4.3 Fase lll

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.44FaselV

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.4.5 Estudos observacionais

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.5 RESUMO DAS ACOES E INDICACOES POR
DERIVADO DE DROGA ESTUDADO

A maioria dos estudos pré-clinicos encontrados para a espécie foram
conduzidos com dleos essenciais, extrato aquoso ou extrato hidroalcodlico
das folhas de Eugenia uniflora, ou com derivados destes extratos. As acoes
mais fundamentadas em ensaios pré-clinicos sdo as acdes antimicrobiana,
antiparasitaria, antioxidante, hipotensora, diurética, anti-inflamatodria e
antidiarreica e, em menor grau de evidéncia, a sua acao antidepressiva e inibidora
enzimatica (lipase pancredtica, acetilcolinesterase, xantina oxidase e DNA
polimerase de virus patogénicos).
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4.5.1 Vias de administracao

Os artigos cientificos citam a via oral como via preferencial para uso de E.
uniflora.™

4.5.2 Dose diaria

Para a finalidade de tratar diarreia nao infecciosa, a literatura cientifica sugere
preparar infusdo das folhas de E. uniflora, na proporcao de 3 g das folhas (1 colher
de sopa) em 150 mL (1 xicara de chd).”" Nao foram encontrados outros relatos de
doses para outros fins terapéuticos.

4.5.3 Posologia — dose e intervalo

Para diarreia, utilizar um calice (30 mL) apds a evacuacao em no maximo dez
vezes ao dia."”

4.5.4 Periodo de utilizacao

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.5.5 Contraindicacoes

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.5.6 Grupos de risco

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.5.7 Precaucoes de uso

Os 30 mL da infusao relatada no tépico 4.5.2 nao devem ser administrados
mais de dez vezes ao dia."”

4.5.8 Efeitos adversos relatados

Dado nao encontrado na literatura pesquisada.
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4.5.9 Interacoes medicamentosas

4.5.9.1 Descritas
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.5.9.2 Potenciais
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.5.10 Informacées de superdosagem
4.5.10.1 Descri¢do do quadro clinico
Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.5.10.2 Acoes a serem tomadas

Nao foram relatadas na literatura cientifica considerada. Porém, cabem as
instrucdes gerais, como suspender o Uso e procurar orientacao médica para que
sejam adotadas as medidas preventivas contra danos maiores, como manobras de
apoio e controle das funcoes vitais.
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5.1 FORMAS FARMACEUTICAS/FORMULACOES
DESCRITAS NA LITERATURA

Na literatura investigada, foram encontrados somente dois estudos que
descrevem formas farmacéuticas contendo Fugenia uniflora na composicao.
Ambos sdo estudos clinicos e foram confeccionados um creme dental e um spray
para testes de interesse odontoldgico. Cada 10 mL do dentifricio de E. uniflora
continha em sua composicao: extrato hidroalcodlico do fruto maduro da planta
a 3%; conservantes (parabenos) 0,02 g; e base de dentifricio gsp.** O spray, por
sua vez, continha o éleo essencial das folhas de E. uniflora a 2%, dgua destilada e
Tween-80.

5.2 PRODUTOS REGISTRADOS NA ANVISA E
OUTRAS AGENCIAS REGULADORAS

Ndo acessiveis no site de consultas a produtos registrados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa): http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/
Consulta_Produto/consulta_medicamento.asp.

Nao estdo disponiveis bulas de produtos registrados pela Anvisa, conforme
consulta ao buladrio desta agéncia, acessivel em: http://www.anvisa.gov.br/
datavisa/fila_bula/index.asp.

Porém sabe-se do uso de Eugenia uniflora em produtos cosmeéticos e
saneantes.

5.3 EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

A Farmacopeia Brasileira sugere que os produtos de Fugenia uniflora sejam
armazenados em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz e do calor”!
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5.4 ROTULAGEM

Informacdo ndo encontrada na literatura pesquisada, porém todos os
Medicamentos Fitoterapicos ou os Produtos Tradicionais Fitoterdpicos devem
seguir as regras dispostas na Resolucao da Diretoria Colegiada da Anvisa n.° 26, de
13 de maio de 2014, Capitulo VII, artigos 46 e 47.

5.5 MONOGRAFIAS EM COMPENDIOS OFICIAIS E NAO OFICIAIS

A Eugenia uniflora esta presente na Farmacopeia Brasileira®. Esta espécie nao
foi encontrada nas buscas as Monografias da Organizacao Mundial da Saude, nem
entre as Monografias da Comission E (German Comission E Monographs), nem
ainda entre as Monografias da ESCOP (The Scientific Foundation for Herbal Medicinal
Products).

5.6 PATENTES SOLICITADAS PARA A ESPECIE VEGETAL

A busca aos bancos de patentes Instituti Nacional de Propriedade Intelectual
(Inpi), World Intellectual Property Organization (WIPO), United States Patent and
Trademark Office (USPTO), European Patent Office (EPO) e Japan Patent Office
(JPO), utilizando o termo “Eugenia uniflora” resultou em 45 registros. Entre estes,
varios eram repetidos, uma vez que os pedidos de patente foram depositados em
diferentes paises. Do total de registros, a grande maioria (32 registros) consistia
de produtos ou métodos para fins agrondmicos, como métodos de obtencdo
de vegetais transgénicos, aplicaveis para inumeras espécies de plantas citadas,
inclusive a E. uniflora. Os demais registros referiam-se a alimentos e a cosméticos,
ambos resultantes de associacao de muitas plantas em sua composicao. Todos
0s registros repetidos ou que envolveram usos ndo medicinais e associacao de
varias plantas foram removidos. Apds leitura do resumo das patentes, utilizando
os critérios de selecao mencionados previamente, somente dois registros foram
considerados nessa secao e listados a seguir.
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Patente 1:

Titulo: Extratos de Fugenia uniflora

Inventora: CorinnaWirth

Requerente: MERCK PATENT GMBH

Data de depdsito: 6/12/2012

Numero do depdsito: WO/2012/163469

Resumo: A presente invencao relata o uso dos extratos de partes da planta
Eugenia uniflora para clareamento da pele e preparacao de cosmeéticos
contendo esses extratos, bem como um processo de preparacao destes.

Patente 2:

Titulo:Novo composto penta-hidroxiindolizidine e inibidor da alfa-glucosidase
Inventor: Momose Yasunori

Requerente: Momose Yasunori

Data de depdsito: 31/8/1998

Numero do depdsito: JP19980245307 19980831

Resumo: O referido compostos extraido a partir da planta E. uniflora, tem
efeito inibitdrio sobre a enzima alfa-glucosidase, sem efeitos secundarios. Util
para distUrbios gastrintentinais, hepaticos, para o tratamento de diabetes,
obesidade etc. Quando é administrada por via oral, pode ser formulado
usando aglutinantes, tais como amido; e desintegrantes, tais como
hidroxipropilamido. O agente oral obtido é administrado a uma dose de 1-10
g/adulto/dia, distribuidos entre uma a trés administracoes.

Figura 6 — Férmula estrutural do composto (-)-(15,2R,6S,7R,8R,8aR)-1,2,6,7,8- penta-
hydroxyindolizidine obtido por extracao aquosa da planta Eugenia uniflora L.
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Fonte: Patente de Mamouse Yasunori, 1998.
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