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DURING THE RIPENING OF FRUITS FROM THREE VARIETY OF
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Resumo. A pitanga (Eugenia uniflora L., Myrtaceae) é muito apreciada no
Brasil e para agregar valor econdmico ela pode ser processada em geleias
ou outras formas. Neste trabalho foi avaliada a variabilidade de
metabdlitos secundarios durante a maturacdo de sementes e casca/polpa
de frutos de trés variedades de E. uniflora. Quantificacdes de taninos,
flavondides, antocianinas e carotenoides foram realizadas por CLAE e
absorbancia no UV-VIS. Os resultados obtidos foram comparados por
ANOVA (Anadlise estatistica multivariada). Os extratos de casca/polpa
apresentaram maior complexidade de constituintes: carotenoides,
antocianinas, flavonoides e taninos, enquanto nas sementes foram
identificados apenas taninos, porém em teores de dez a cem vezes
maiores. A variedade laranja apresentou os mais altos teores de
compostos fendlicos em ambas as partes do fruto, com excecao do
pigmento cianidina-3-0-glicosideo mais alto na variedade roxa. Teores de
flavonoides e taninos diminuiram em contraste ao aumento dos pigmentos
durante a maturacao das cascas/polpas nas trés variedades, enquanto nas
sementes o tanino majoritario, oenoteina B, aumentou até 1,32g/100g.
Com isso o0 uso medicinal da pitanga depende da parte do fruto utilizado,
da variedade e do grau de maturacao.

Palavras-chave: pitanga, elagitaninos, flavonoides, carotenoides,
cianidina-3-0-glicosideo.



Abstract. Surinam cherry (Eugenia uniflora L., Myrtaceae) is a highly
appreciated fruit in Brazil and can be processed into jams or other forms.
In this study, the variability of secondary metabolites during the
maturation of fruit seeds and skin/pulp of three varieties of E. uniflora was
evaluated. Quantifications of tannins, flavonoids, anthocyanins and
carotenoids were performed by HPLC and UV-VIS absorbance. The results
obtained were compared by ANOVA (Multivariate Statistical Analysis). The
peel/pulp extracts showed greater complexity of constituents:
carotenoids, anthocyanins, flavonoids and tannins, while only tannins
were identified in seeds, but in quantities of ten to one hundred times
greater. The orange variety had the highest contents of phenolic
compounds in both parts of the fruit, with the exception of the cyanidin-3-
O-glycoside pigment which was higher in the purple variety. Flavonoid and
tannin contents decreased in contrast to pigment increase during
peel/pulp maturation in the three varieties, while in seeds the major
tannin, oenotein B, increased up to 1.32g/100g. Thus, the medicinal use
of pitanga depends on the part of the fruit used, the variety and the
degree of ripeness.

Keywords: Surinam cherry, ellagitannins, flavonoids, carotenoids,
cyanidin-3-0-glucoside.

Resumen. La cereza de Surinam (Eugenia uniflora L., Myrtaceae) es una
fruta muy apreciada en Brasil y para su mejor aprovechamiento se puede
procesar en mermeladas u otras formas. En este estudio, se evalud la
variabilidad de metabolitos secundarios durante la maduracién de semillas
y piel/pulpa de frutos de tres variedades de E. uniflora. Las
cuantificaciones de taninos, flavonoides, antocianinas y carotenoides se
realizaron mediante HPLC y absorbancia UV-VIS. Los resultados obtenidos
se compararon mediante ANOVA (Analisis Estadistico Multivariante). Los
extractos de piel/pulpa mostraron una mayor complejidad de
componentes: carotenoides, antocianinas, flavonoides y taninos, mientras
que solo se identificaron taninos en las semillas, pero en niveles de diez a
cien veces mas altos. La variedad naranja tuvo el mayor contenido de
compuestos fendlicos en ambas partes de la fruta, con la excepcion del
pigmento cianidin-3-0-glucdsido que fue mayor en la variedad violeta. Los
contenidos de flavonoides y taninos disminuyeron en contraste con el
aumento de pigmento durante la maduracion de la piel/pulpa en las tres
variedades, mientras que en las semillas el tanino principal, la oenoteina
B, aumentd hasta 1,32 g/100 g. Asi, el uso medicinal de la pitanga
depende de la parte del fruto utilizada, la variedad y el grado de madurez.

Palabras-clave: cereza de Surinam, elagitaninos, flavonoides,
carotenoides, cianidina-3-0-glucdsido.



1 INTRODUCAO

A pitanga (Eugenia uniflora L., Myrtaceae) é um fruto nativo da mata
atlantica e muito apreciado no Brasil, mas ele é bastante perecivel,
apresentando um periodo curto de aproveitamento apds a sua colheita‘V.
O processamento desse fruto em vinhos, sucos, licores, purés, geleias ou
sorvetes é altamente recomendavel para agregar valor econbmico ao
mesmo, além de aumentar o seu tempo de validade. Porém, durante esse
processo, as sementes sao descartadas, gerando assim uma grande
quantidade de material vegetal ndo aproveitado‘®,

Durante seu amadurecimento, o epicarpo do fruto pode evoluir de
verde para outras cores no estadio maduro (vermelho, roxo ou
alaranjado). A ocorréncia de biotipos de E. uniflora com frutos de
diferentes cores pode ser um indicativo da existéncia de variedades para
essa espécie. Além da diferenca nas cores, também foi observada a
ocorréncia de grande variacao na composicao dos dleos volateis das folhas
e dos frutos entre arvores de bidtipos diferentes'>®, o que sugere uma
relacdo direta entre quimiotipos e bidtipos.

Até entdo, havia sido realizada a quantificacdo nos extratos de frutos
inteiros de trés variedades de pitanga (vermelha, laranja e roxa) dos
teores de fendis totais, taninos, flavonoides e antocianinas por meio de
métodos colorimétricos®. Além disso, cinco taninos hidrolisdveis também
foram identificados e quantificados através do uso de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE)®), utilizando-se a comparacdo dos
espectros de UV e tempos de retencao com os compostos anteriormente
isolados das folhas.

No estudo anterior envolvendo a composicao de compostos fendlicos
de folhas de E. uniflora, foram isolados e identificados onze compostos de
guatro tipos: galoil ésteres (2,3-di-O-galoil-glicose e 1,2,3,4,6-penta-0O-
galoil-glicose), elagitaninos monoméricos (hippomanina A e gemin D),

elagitaninos diméricos (oenoteina B, eugeniflorina D, e camptotina A) e
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flavondides glicosilados (canferol-3-O-ramnosideo, quercetina-3-0O-
ramnosideo, miricetina-3-O-ramnosideo e miricetina-3-0-(2"-0-galoil)-
ramnosideo)®.

O elagitanino dimérico oenoteina B é o composto fendlico majoritario
tanto nas folhas” como nos frutos inteiros das trés variedades de
pitanga®, o que demonstra um grande potencial funcional e medicinal
desse fruto, pois esse composto € altamente ativo contra diversos tipos de
tumores, além de ser antimutagénico®®.

Além dos taninos hidrolisaveis identificados nos frutos de E.
uniflora®, outros compostos fendlicos também tiveram suas estruturas
integralmente ou parcialmente identificadas por cromatografia liquida e
deteccao por espectroscopia de massas, tais como: a antocianina
cianidina-3-0O-glicosideo e os flavonoides quercetina-3-O-ramnosideo,
miricetina-3-O-ramnosideo e quercetina-3-0-glicosideo®.

Mais recentemente, a atividade antioxidante dos compostos isolados
de folhas de E. uniflora foi avaliada pelos testes de DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), que
envolvem reagdes de oxidacao e consequente geracao de radicais livres,
onde os resultados das analises estatisticas mostraram que os
elagitaninos diméricos obtiveram os melhores valores para a capacidade
de se ligar aos radicais livres, levando em consideracdo parametros como
polarizacdo, Log P e Exomo'”.

O objetivo do presente trabalho foi expandir o conhecimento sobre a
composicdo quimica dos frutos de E. uniflora, através da avaliagdo dos
componentes presentes na parte comestivel (casca e polpa) e nao
comestivel (semente) da pitanga. O estudo das sementes é extremamente
importante para a valorizacdo desse material que geralmente é
descartado. Como visto anteriormente na jabuticaba®, as sementes
podem ser uma rica fonte de compostos antioxidantes, e por isso podem

ser usadas como nutracéuticos na prevencao de doencas degenerativas.
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2 REVISAO COMPLEMENTAR

Nos ultimos dois anos, que compreendem o periodo entre a conclusao
do presente trabalho e a sua elaboracdo escrita, foram publicados novos
trabalhos a respeito das aplicacdes dos frutos de E. uniflora na area
medicinal, como a descoberta do potencial do extrato hidroalcodlico para a
promocao de efeitos antidepressivos em camundongos submetidos a
estresse cronico, através da diminuicdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase, em comparacdo com o farmaco antidepressivo
fluoxetina®. Além disso, o extrato de E. uniflora foi capaz de modular a
atividade das enzimas ectonucleotidase e colinesterase em ratos
submetidos a sindrome metabdlica, sendo que a principal classe de
compostos fendlicos envolvida foram as antocianinas, possuindo um
potencial para promover efeitos preventivos contra doengas relacionadas
com essa sindrome, através da melhora dos niveis de lipideos e glicose
séricos1?,

Além das aplicagdes envolvendo compostos fendlicos, algumas
formulagdbes de microemulsao foram capazes de melhorar a
biodisponibilidade de carotenoides em um sistema gastrintestinal
dinamico, utilizando as polpas de pitanga e buriti (Mauritia flexuosa Mart.,
Arecaceae) através da técnica de encapsulamento direto com odleo e
surfactante, mostrando que as aplicacdbes do fruto podem envolver
também algumas tecnologias farmacéuticas, demonstrando mais um
potencial inexplorado com fins medicinais*?.

Além disso, um trabalho mais recente mostrou que o extrato
etandlico das sementes de E. uniflora foi capaz de inibir a atividade de
algumas enzimas dissacaridases em diferentes concentragoes, além de ter
causado um efeito bacteriostatico em algumas cepas patogénicas, o que
indica um potencial ainda inexplorado dessa parte da planta como uma
fonte de novos farmacos antimicrobianos'*?), Outro grupo de pesquisa

conseguiu mostrar que a combinacao do extrato da polpa de E. uniflora
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com o antimicrobiano furanona C30 provocou um efeito sinérgico na
inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa Serratia liquefaciens,
aumentando as possibilidades de pesquisa envolvendo os compostos dos
frutos na farmacologia de antimicrobianos!®,

Mais recentemente foi demonstrado que o extrato do puré comercial
dos frutos de E. uniflora foi capaz de alcancar uma Concentracao Inibitoria
Minima de 6,25 mg/ml para bactérias Gram-positivas e de 25,00 mg/ml
para Escherichia coli®, mostrando, portanto, que os diferentes modos de
processamento da pitanga como um alimento ainda podem conservar as

suas propriedades medicinais e funcionais.

3 MATERIAIS E METODOS

Amostras de Eugenia uniflora

As amostras de pitanga foram coletadas de arvores de trés
variedades: vermelha (V), laranja (L) e roxa (R) (Figura 1) em quatro
estadios de maturacdo no municipio de Santo Antonio de Goias - GO.
Pitangas vermelha e vermelha-laranja foram separadas quanto a
coloracao do fruto em: verde (E1), amarela (E2), laranja (E3) e vermelha
(E4); e as pitangas roxas em: verde-amarela (E1), laranja (E2), vermelha
(E3) e roxa (E4). Os frutos foram separados manualmente em sementes e
casca/polpa. As partes separadas foram homogeneizadas com agua em
mixer portatil, liofilizadas, trituradas em gral e armazenadas em freezer

até a realizacao das analises.

Figura 1. Trés variedades da pitanga no estadio maduro (E4): pitanga vermelha
(V), laranja (L) e roxa (R).
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Extracdao dos compostos fendlicos das sementes para analise
CLAE

Pesou-se 50 mg de semente liofilizada em tubo de ensaio, adicionou-
se 10 mL de solucao de metanol aquoso (8:2) e deixou-se sob banho de
ultrassom por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
centrifugou-se a 2000 g por 10 minutos e decantou-se o extrato para
balao de fundo redondo. O procedimento foi repetido por mais uma vez,
utilizando 10 mL de metanol 80%. O metanol foi evaporado em
rotaevaporador & temperatura de 35°C. O extrato aquoso (~ 4 mL) foi
centrifugado por 10 minutos, e aplicado em cartucho de extragao por fase
sdlida (SPE C-18, 500 mg), previamente acondicionado com tampado
fosfato 0,01 mol/L (pH 2,5). Eluiu-se o cartucho com duas porgdes de 2,0
mL de agua Milli-Q. Ao final, o volume do extrato foi ajustado para 10,0

mL com agua Milli-Q.

Extracdo dos compostos fendlicos da casca e polpa para
analise CLAE

Pesou-se 100 mg de casca e polpa liofilizada em tubo de ensaio,
adicionou-se 10 mL de metanol puro e deixou-se sob banho de ultrassom
por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a
2000 g por 10 minutos e decantou-se o extrato para baldao de fundo
redondo. O procedimento foi repetido por mais uma vez, com o mesmo
volume de solvente. O metanol foi evaporado em rotaevaporador em
temperatura de 35°C até secura. O residuo foi dissolvido com 4,0 mL de
solugao de acetonitrila:tampao fosfato 0,01 mol/L (4:6), centrifugado por
10 minutos e aplicado em cartucho de extracao por fase sélida (SPE C-18,
500 mg), previamente acondicionado com tampao fosfato 0,01 mol/L (pH
2,5). Eluiu-se o cartucho com duas porcoes de 1,0 mL da solugao de
acetonitrila:tampao fosfato 0,01 mol/L (4:6). Ao final, o volume do

extrato foi ajustado para 6,0 mL com tampao fosfato 0,01 mol/L.
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Extracao de cianidina-3-0-glicosideo da casca e polpa

Pesou-se 7,0 g de casca/polpa liofilizada em Erlenmeyer, adicionou-
se 100 mL de solugao de metanol acidificado com HCI (0,05%, v/v) e
deixou-se sob banho de ultrassom por 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, decantou-se o extrato para baldao de fundo
redondo. O procedimento foi repetido por mais trés vezes, utilizando-se
50 mL de solugao metanol:HCI (0,05%, v/v). O metanol foi evaporado em
rotaevaporador a temperatura de 35°C até secura. O residuo foi dissolvido
com 50 mL de solugao aquosa de HCI (0,05%, v/v) e aplicado em coluna
de cromatografia liquida a vacuo (VLC), 3,5 x 6,5 cm (altura x diametro)
(56,6 g), empacotada com silica-gel C-18, 200-400 mesh, Sigma-Aldrich,
previamente acondicionada com solucao aquosa de HCl (0,05%, v/v).
Eluiu-se a coluna com 450 mL da solugao de HCI (0,05%, v/v) e depois
com 450 ml de metanol:H,0 (2:8). A fracao 20% MeOH foi evaporada em
rotaevaporador em temperatura de 35°C, liofilizada e analisada por CLAE.
Esta fracdo rendeu 97,2 mg de cianidina-3-0O-glicosideo, que foi utilizada

para elaboragao da curva de calibracao desse composto.

Analise dos compostos fendlicos por CLAE

As anadlises foram executadas em um aparelho de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu LC-10Avp com duas unidades
de distribuicdo de solvente LC-10 ADvp (Shimadzu Corp., Japao),
conectado a um detector ultravioleta de arranjo de fotodiodos SPD-
M10Avp e operado pelo programa Class-VP, versao 5.02. Utilizou-se
coluna LiChrospher 100 RP-18 (5 upm), didmetro interno 250 mm x 4,0
mm (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA).

A eluicao da coluna foi realizada com acetonitrila (solvente A) e
solugao tampao fosfato 0,01 mol/L (pH 2,5) (solvente B). Os dois
gradientes utilizados para as diferentes partes do fruto se encontram na

tabela 1. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min, volume de injecao de 20 pL,
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deteccao nos comprimentos de onda de 218, 355 e 520 nm e aquisicao
dos espectros de UV/VIS na faixa de 190 a 600 nm.

Tabela 1. Gradientes de eluicao CLAE.

Semente Casca/polpa
Tempo (min) Solvente A (%)* Tempo (min) Solvente A (%)*
0 5 0 5
15 15 15 15
20 18 20 18
25 25 25 25
27 30 27 30
30 35 30 35
32 35 32 35
35 5 35 40
40 5 40 5
45 5

*acetonitrila (solvente A) e solugdao tampao fosfato 0,01mol/L (pH 2,5) (solvente B)

Identificacdo dos compostos fenodlicos dos extratos de
sementes e da casca e polpa

A identificagcdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos de
semente e casca/polpa foi realizado pela comparacao dos tempos de
retencao (TR) e espectros de UV/VIS com os padroes isolados
previamente de folhas de E. uniflora e Eucalyptus microcorys F. Muell,
Myrcaceae*!>), Nos casos em que houve coincidéncia de TR e espectro de

UV/VIS foi realizada a coinjecao com o respectivo padrao.

Curvas de Calibracao dos padroes de compostos fenolicos

Trés solucdbes mae foram preparadas com os seguintes padroes:
solugado mae (A) - 1,2,6-tri-O-galoil-glicose, gemin D, oenoteina B e
eugeniflorina D,; solucdo mae (B) - acido galico, hippomanina A,
telimagrandina I, miricetina-3-O-ramnosideo e quercetina-3-0-glicosideo;
solucao mae (C) - cianidina-3-0-glicosideo. As solugdes foram preparadas

com agua Milli-Q (A e C) e metanol 80% (B). Cada solugdao mae foi diluida
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em série com agua Milli-Q para obtencao de sete novas solugdes padrao,

gue foram utilizadas para quantificacdo em CLAE. A area do pico de cada

padrao foi integrada nos cromatogramas e plotada contra a concentragao

do respectivo padrao, construindo-se assim a curva de calibracdo. Taninos

hidrolisaveis e acido galico foram analisados em 218 nm, flavonoides

glicosilados em 355 nm e antocianina em 520 nm.

As concentracgodes utilizadas na curva de calibragao de cada padrao, as

equacoes da reta e seus valores de regressao linear sao mostrados na

tabela 2. Nas figuras 2, 3 e 4 encontram-se 0s cromatogramas obtidos

com as trés solucdes de padroes.

Tabela 2. Curvas de calibracdo dos padroes fendlicos.

Padrao

Concentragao (pg/mL)

Equacdo da reta

Acido gdlico
1,2,6-Tri-O-galoil-glicose
Gemin D (a)

Gemin D (b)
Hippomanina A (a)
Hippomanina A (b)
Eugeniflorina D,
Oenoteina B
Telimagrandina I (b)
Miricetina-3-O-ramnosideo
Quercetina-3-0-glicosideo

Cianidina-3-0-glicosideo

0,34; 0,84; 1,68; 3,36; 5,6; 8,0

0,34, 0,84, 1,68; 3,36, 5,6, 8,0, 10,0

0,19; 0,47; 0,93; 1,86; 3,1; 4,43;
5,54
0,75; 1,50; 2,5; 3,57; 4,46

1,7; 4,24, 8,48; 17; 28,3; 40,4; 50,5

1,66; 4,16; 8,32; 16,6; 27,7; 39,6;
49,5
3,4; 8,4; 16,8; 33,6; 56; 80; 100

13,4; 33,6; 67,2; 134,4; 224; 320;
400
1,96; 3,92; 7,85; 13,1; 18,7; 23,4

3,8; 9,5; 19; 38; 63,3; 90,4; 113

1,73; 4,32; 8,64; 17,3; 28,8; 41,1;

51,4
0,5; 10,5; 21; 42; 70; 100; 140; 200

y = 123581x - 19158,2; r* =
0,999236

y = 138356x - 37146,1; r* =
0,998135

y = 98503,1x - 4379,4; r* =
0,99977

y = 98842,5x - 19846,1; r? =
0,99907

y = 92205,7x - 95843; r? =
0,998875

y = 76666,3x - 112564; r* =
0,996767

y = 44598x - 66560,6; r’ =
0,999805

y = 81252,7x - 382017; r* =
0,999494

y = 50786,3x - 74225,3;
0,99803

y = 53430,5x - 46692; r° =
0,999623

y = 105817x - 6552,6; r° =
0,999346

y = 25341,5x - 49120,5; r? =
0,9995

_‘
I

N

N

(a) e (b): Andémeros dos respectivos compostos.
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Figura 2. Solugcao padrao A: pico 1. gemin D (a), 2. gemin D (b),
eugeniflorina D;, 4. oenoteina B e 5. 1,2,6-tri-O-galoil-glicose.
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Figura 3. Solucao padrdo B: pico 1. acido gadlico, 2. hippomanina A (a),
hippomanina A (b), 4. telimagrandina I (a), 5. telimagrandina I (b),
miricetina-3-0O-ramnosideo e 7. quercetina-3-0-glicosideo.
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Figura 4. Solugao padrao C: cianidina-3-0-glicosideo.
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Quantificacdo de carotenoides totais(1®

Pesou-se em tubo de ensaio 0,1 a 0,2g de casca/polpa liofilizada,
sendo que a massa dependeu do grau de maturacao do fruto e da
variedade. Adicionou-se 10 mL de acetona, extraiu-se em banho de
ultrassom por 15 minutos e filtrou-se o extrato para um Erlenmeyer.
Repetiu-se o procedimento com mais 10 e 5 mL de acetona. O extrato (25
mL) foi transferido para funil de decantacao e adicionou-se 10 mL de
hexano. A fase organica foi lavada trés vezes com 30 mL de solugao
saturada de agua e NaCl a fim de retirar toda acetona e compostos
soliveis em agua. A fase organica foi centrifugada e transferida para
baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume completado com hexano. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro Beckman DU70
a 450 nm, utilizando hexano para zerar o aparelho.

O conteldo de carotenoides totais expressos em ug de B-caroteno/g
de amostra foi determinado pela equagao abaixo:

_ (ABS*10mlL * 10°)
~ (2500 * 100 * g amostra)

Onde C: concentracao da amostra (expresso em [-caroteno) e ABS:

absorbancia.

Analise estatistica

As comparagdes multiplas de médias foram realizadas utilizando a
anadlise de variancia (ANOVA two-way), através do procedimento SAS GLM
(Statistical Analysis System, versao 6.12, SAS Institute Inc., Cary, NC,
1996). As partes do fruto foram analisadas separadamente, sendo
utilizados os seguintes fatores: cor do fruto (trés niveis) e estadio de
maturagao (quatro niveis). Todas as variaveis foram avaliadas para a
homoscedasticidade das variancias pelo teste de Hartley. Quando
necessario, os dados foram transformados e posteriormente, foi aplicado o
teste de Tukey para a comparacdo entre as médias. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo complementa o trabalho realizado anteriormente pelo
nosso grupo, onde foram avaliados os frutos moidos inteiros de trés
variedades de E. uniflora. Assim, realizou-se uma comparagao da
composicao dos compostos fendlicos entre a parte comestivel (casca e
polpa) e ndo comestivel (semente) da pitanga.

Inicialmente, realizou-se a otimizagao dos procedimentos de extragao
e separagao cromatografica por CLAE dos compostos fendlicos de
sementes e casca/polpa. Com a utilizacao dos gradientes otimizados, foi
possivel identificar doze compostos fendlicos que estdo organizados na
tabela 3 com seus respectivos tempos de retencdo, maximos de absorcao
no UV e parte do fruto onde foram detectados. Na figura 5 encontram-se
exemplos de cromatogramas da semente e casca/polpa, respectivamente,

e na figura 6, as estruturas dos compostos fendlicos identificados.

Tabela 3: Compostos fendlicos identificados nos extratos de partes dos frutos de
E. uniflora

Composto fenédlico Pico(s) Tempo (min) UV max (A/nm) Parte do
CLAE fruto*
Mono-0-galoil-glicose le3 55e8,3 215 e 272 SecCP
Gemin D 2e4 7,4¢e 10,0 216 e 266 S
Hippomanina A 5e7 13,7 e 15,9 216 e 265 SecCP
Eugeniflorina D, 6 14,7 216 e 265 SeCP
Oenoteina B 8 18,4 216 e 265 SecCP
Telimagrandina I 9e1l0 18,5e 22,5 216 e 268 SecCP
1,2,6-Tri-O-galoil-glicose 11 24,0 216 e 275 SecCP
Cianidina-3-0-glicosideo 12 24,2 280 e 517 CP
Telimagrandina II 13 29,0 218 e 271 S
Miricetina-3-O-ramnosideo 14 30,5 205, 261 e 352 CP
Quercetina-3-0-glicosideo 15 31,4 209, 255 e 350 CP
Quercetina-3-0O-ramnosideo 16 33,1 207, 256 e 350 CP

*S- semente, CP- casca/polpa
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Apds as analises por CLAE, observaram-se diferencas marcantes na
composicao quimica entre as partes do fruto, enquanto casca e polpa
possuem trés tipos de compostos fendlicos: antocianinas, flavonoides e
taninos hidrolisaveis, nas sementes sé foram identificados taninos. Esses
ultimos se dividiram em ésteres galoilicos (mono e tri-O-galoil-glicose),
elagitaninos monoméricos (gemin D, hippomanina A, telimagrandina I,
telimagrandina II) e diméricos (eugeniflorina D, e oenoteina B). Na casca
e polpa identificaram-se os mesmos taninos, além do composto cianidina-
3-0O-glicosideo, presente principalmente na variedade roxa, e os
flavonoides miricetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-0-glicosideo e

guercetina-3-0O-ramnosideo.

Figura 5. Cromatogramas dos extratos (A: 218 nm): A. semente (L-E1), B.
casca/polpa (R-E4).

400 Detector AZ1E im 5 00 Detectar A21¢ m

A 18 B 18

Dos doze compostos identificados, apenas o tanino telimagrandina II
nao foi quantificado, devido a sua quantidade reduzida nos extratos. Para
0s outros compostos foram elaboradas curvas de calibragcao onde foram
consideradas as proporgoes relativas dos anémeros a e B para o calculo
das concentracdoes dos padrdoes de taninos: hippomanina A, gemin D e
telimagrandina I (tabela 2). O éster galoilico, mono-O-galoil-glicose, foi
quantificado utilizando-se a curva de calibracdo do &cido galico, com
posterior correcao para a massa molecular do éster. Para quantificacao do
flavonoide quercetina-3-O-ramnosideo foi utilizada a curva de calibragao
da quercetina-3-0O-glicosideo, com posterior correcdo da massa.

Telimagrandina I e 1,2,6-tri-O-galoil-glicose nao foram quantificados na
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casca/polpa devido a sobreposicao do pico da antocianina. Os
carotenoides presentes nas cascas das trés variedades de pitanga foram

guantificados através da extracdao e medida da absorbancia a 450 nm.

Figura 6. Estruturas quimicas dos compostos identificados nos frutos de E.
uniflora
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Dentre os taninos hidrolisdveis que sao comuns as duas partes do
fruto, observou-se que a concentragdao desses compostos nas sementes
das trés variedades foi entre dez e cem vezes maior do que nas
cascas/polpas (Tabela 4). A mesma tendéncia de acumulo de taninos nas
sementes ja havia sido observada em outros estudos com diferentes

variedades de pitanga*”). E provavel que os taninos funcionem como uma

21



defesa quimica das sementes contra patdégenos e predadores, devido a

sua adstringéncia caracteristica'®,

Tabela 4. Teores! de metabdlitos das sementes em trés variedades de cor de

fruto de E. uniflora ao longo dos estadios de amadurecimento.

Constituinte CV?’ Variedade Fase de Maturacao Média da
E1l E2 E3 E4 Variedade
Mono-0-galoil- Roxa 30,5 Ba 25,9 Ba 35,8 Ba 24,2 Ba
; 3
glicose 6,3 Vermelha 61,0 Aa 65,1 Aa 65,0 Aa 57,1 Aa
Laranja 71,9 Aa 60,4 Aa 47,3ABab 29,7 Bb
Gemin D3 Roxa 9,2 Ba 7,7 Ba 7,0 Aa 8,9 Aa
8,3 Vermelha 8,4 Ba 8,2 Ba 6,1 Aa 5,4 Ba
Laranja 17,6 Aa 17,3 Aa 9,1 Ab 8,7 Ab
Eugeniflorina D, 3 Roxa 154,3 174,6 233,3 198,8 190,3 A
4,1 Vermelha 166,1 153,7 192,7 218,0 182,6 A
Laranja 135,1 134,5 184,5 172,0 156,5A
Média da 151,8b 154,3 b 203,5a 196,3 ab
Maturacgao
Hippomanina A 3 Roxa 334,3 345,7 383,4 317,7 345,3 A
7,7 Vermelha 761,2 442,6 665,5 531,0 600,1 A
Laranja 676,9 525,8 486,5 224,6 478,5 A
Média da 590,8 a 438,1 a 511,8 a 357,8 a
Maturacao
Oenoteina B3 Roxa 444,0 479,2 794,2 571,2 572,2 C
3,2 Vermelha 735,8 696,3 948,2 1010,7 847,8 B
Laranja 1171,3 859,4 1317,3 1320,1 1167,0 A
Média da 783,7 bc 678,3c 1019,9a 967,3 ab
Maturacgao
Telimagrandina I* Roxa 111,0 130,1 218,8 186,0 161,5B
6,2 Vermelha 72,8 151,4 152,4 240,4 154,3 B
Laranja 189,6 248,1 327,3 249,4 253,6 A
Média da 124,5b 176,5ab 2329 a 225,2 a
Maturacao
1,2,6-Tri-O- Roxa 11,3 10,9 15,6 14,6 13,1 A
. - 4
galoil-glicose 15,7 Vermelha 4,9 5,6 3,0 6,5 5,1B
Laranja 22,3 17,8 15,1 10,6 16,5A
Média da 12,9 a 11,4 a 11,2 a 10,6 a
Maturacao

!Baseado nos dados originais (g/100 g de matéria fresca). 2Coeficiente de variacdo (%).
3Transformado pelo log(x+1) ou *(x+1)%. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas linhas
e mailscula nas colunas ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Os elagitaninos monomeéricos telimagrandina I e hippomanina A e os

dimeros eugeniflorina D, e oenoteina B foram os principais compostos

fendlicos das sementes, sendo o Ultimo o majoritario em todas as

variedades e fases de maturagao. Diferente do estudo realizado com os
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frutos inteiros, nesta analise observaram-se diferencas significativas para
as concentracdes de oenoteina B entre as variedades e durante a
maturacao da semente. Os maiores teores foram encontrados na
variedade laranja, seguido da vermelha e por ultimo na roxa, além de um
aumento significativo desse composto entre a fase E1 até E3. Interessante
notar que o mondémero telimagrandina I, que forma a oenoteina B por
dimerizacao (Figura 7), também apresentou um aumento de concentracao
no inicio do amadurecimento e encontra-se em maior quantidade na

variedade laranja (Tabela 4).

Figura 7. Relacdo biossintética entre os elagitaninos telimagrandina I, oenoteina
B e eugeniflorina D,
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Como pode ser visto na figura 7, existe uma relagao entre
telimagrandina I, oenoteina B e eugeniflorina D,, sendo esse Ultimo
dimero um produto de oxidacao da oenoteina B. Comparando-se semente
com a casca e polpa verificou-se que nas sementes a quantidade de
oenoteina B é cerca de cinco vezes maior que eugeniflorina D,, enquanto
gue na casca e polpa a relacao se inverte, sendo a concentracao de
eugeniflorina D, um pouco maior que oenoteina B, além de ocorrer uma
diminuicdo nos niveis dos dois dimeros durante a maturacdo da casca e
polpa (Tabela 5). Essa diferenca entre semente versus casca e polpa pode
ser devida a diferencas hormonais de cada parte do fruto como também a

uma maior influéncia do ambiente, como radiacdo solar, na parte mais
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externa do fruto o que poderia aumentar a oxidacao do dimero oenoteina

B.

Tabela 5. Teores' de metabdlitos das cascas/polpas em trés variedades de cor

de fruto de E. uniflora ao longo dos estadios de amadurecimento.

Constituinte CV? Variedade Fase de Maturacao Média da
E1l E2 E3 E4 Variedade
Mono-0-galoil- Roxa 1,6 Ba 1,3 Ca 1,7 Ba 1,7 Aa
glicose 3 9,1 Vermelha 3,9Aa 2,0Bab 1,8 Bb 1,6 Ab
Laranja 4,1 Aa 3,6 Aa 3,6 Aa 2,3 Ab
Gemin D° Roxa 1,2 1,1 0,9 0,9 1,0B
4,7 Vermelha 0,7 0,5 0,5 0,6 0,6 C
Laranja 1,6 1,5 1,5 1,2 1,5A
Média da 1,2a 1,0 ab 1,0 ab 09b
Maturacgao
Eugeniflorina D, * Roxa 12,1 9,9 8,4 6,7 9,3C
8,7 Vermelha 27,8 17,2 21,2 16,7 20,7 B
Laranja 39,3 32,8 27,1 26,4 31,4 A
Média da 26,4a 20,0ab 18,9ab 16,6 b
Maturacgao
Hippomanina A* Roxa 16,7 15,6 13,0 9,0 13,6 B
8,6 Vermelha 33,3 19,1 21,0 17,0 22,6 A
Laranja 42,5 36,5 17,2 18,0 28,6 A
Média da 30,8a 23,7ab 17,0 bc 14,6 c
Maturacgao
Oenoteina B> Roxa 10,8 8,6 7,1 7,1 8,4 C
6,9 Vermelha 19,2 11,9 14,3 13,2 14,6 B
Laranja 23,7 17,9 18,2 16,3 19,1 A
Média da 179a 12,8ab 13,2 ab 12,2 b
Maturacgao
Miricetina-3-0O- Roxa 1,6 Ca 1,2 Ba 1,3 Ba 1,3 Aa
ramnosideo ° 5,7 Vermelha 6,1 Aa 1,4 Bc 2,4 Ab 1,6 Abc
Laranja 2,6 Ba 2,6 Aa 2,8 Aa 1,9 Aa
Quercetina-3-0- Roxa 4,6 Bb 3,6 Cb 4,2 Cb 6,8 Aa
glicosideo ® 3,7 Vermelha 13,5 Aa 6,5 Bb 6,0 Bb 5,4 Ab
Laranja 12,2 Aa 9,5 Aab 8,4 Ab 6,0 Ac
Quercetina-3-0 Roxa 6,3Ca 4,5Cab 5,1Cab 4,0Cb
ramnosideo * 5,3 Vermelha 340Aa 17,4Ab 15,2 Ab 14,2 Ab
Laranja 16,7Ba 11,8Bb 10,1Bb 6,8 Bc
Cianidina-3-0- Roxa 3, 9Ac 22,8Ab 53,5Ab 247,7 Aa
glicosideo © 8,4 Vermelha 2,3 Bc 2,9 Bb 6,9 Ba 11,5 Ba
Laranja 1,6 Cc 1,6 Cc 1,8Cb 3,3 Ba
Carotendides totais® Roxa 0,8 ABc 1,7 Ab 2,1 Bb 5,1 Ba
12,9 Vermelha 0,9 Ad 1,5Ac 3,9 ABb 6,3 Aa
Laranja 0,5 Bd 1,5 Ac 4,3 Ab 6,4 Aa

!Baseado nos dados originais (g/100 g de matéria fresca). 2Coeficiente de variacdo (%).
3Transformado pela Vv, *log(x+1), °x* ou ®ordem dos mesmos (rank) na ANOVA. Médias seguidas
pela mesma letra minuscula nas linhas e mailscula nas colunas ndo diferem ao nivel de 5% pelo

teste de Tukey.

Na casca e polpa foram quantificados trés flavondides sendo

guercetina-3-O-ramnosideo o majoritario,

apresentando as maiores
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concentracoes em todas as variedades, em comparagao aos outros
flavondides, e predominando na variedade vermelha (Tabela 5). J]a
miricetina-3-O-ramnosideo foi quantificada com os menores teores em
todas as variedades, o que difere de um estudo anterior onde esse
composto era o flavondide majoritério®. Observou-se uma tendéncia
geral de reducao nos niveis de flavonoides durante a maturacao da casca
e polpa, o que coincide com esse mesmo estudo envolvendo as variedades
roxa e vermelha de pitanga‘®.

Enquanto flavondides e taninos reduziram de concentracdo ao longo
da maturagao de casca e polpa, os pigmentos cianidina-3-0O-glicosideo e
carotendides aumentaram seus niveis. Para a variedade roxa ocorreu um
aumento drastico de cianidina-3-0O-glicosideo, cerca de 62 vezes da fase
E1l para E4, o que explica a coloracao intensa, quase negra, dos frutos
dessa variedade. A coloragdao da variedade vermelha é mais forte que a
laranja devido a contribuicdo da cianidina-3-O-glicosideo e quercetina-3-
O-ramnosideo aos carotenodides, tornando essa variedade mais colorida no
estadio E4.

Essa dinamica de mudancas dos compostos secunddrios na parte
comestivel dos frutos (casca e polpa), como aumento de antocianinas e
carotenoides e diminuicdo de taninos e flavonoides é similar a outros
frutos como jabuticaba®® e acerola®®®. Durante a maturacdo dos frutos,
ocorre um aumento da pigmentacao da casca e diminuigao da
adstringéncia da polpa, o que torna o fruto mais visivel e palatavel para o
consumo de animais dispersores de sementes, porém as sementes
precisam ser protegidas de predadores até sua germinacdo e por isso o
nivel de taninos ainda é alto nessa parte do fruto mesmo no estadio E4.

As diferencas marcantes entre as partes do fruto demonstram que as
sementes, sobretudo da variedade laranja nos estadios E3 e E4, podem
ser usadas na prevencao de doencas degenerativas pois sao fontes de
compostos antioxidantes e antimutagénicos®?Y). Por outro lado, casca e

polpa de todas as variedades no estadio E4 sao fontes de carotenoides,
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pro-vitamina A, e a variedade roxa pode ser usada para obtencdo do

pigmento cianidina-3-0-glicosideo.

5 CONCLUSAO

A composicdo de compostos do metabolismo secundario difere
significativamente entre a parte comestivel (casca e polpa) e nao
comestivel (semente) durante a maturacdo e nas trés variedades de
pitanga. Enquanto a casca e polpa possui uma maior complexidade, com
guatro classes de compostos: carotenoides, antocianinas, flavondides e
taninos, nas sementes foram identificados apenas taninos, porém em
quantidades de dez a cem vezes maiores que na casca e polpa. A
variedade laranja apresentou os maiores teores de compostos fendlicos,
exceto antocianinas, em ambas as partes do fruto. Houve uma tendéncia
de diminuicdo nos teores de flavondides e taninos em contraste ao
aumento de carotenoides e cianidina-3-0O-glicosideo durante a maturacao
da casca e polpa nas trés variedades. Com isso o uso da pitanga como
alimento funcional depende principalmente da parte do fruto utilizado,
casca e polpa ou sementes, da variedade e do grau de maturagao do
fruto, os quais influenciam tanto no tipo de composto majoritario, quanto
nas aplicacbes também como fonte de potenciais farmacos para a

pesquisa e industria de medicamentos.
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Todos os enderegos de paginas na Internet (URLs), incluidas no texto (Ex.: http://www.ibict.br) est3o ativos e prontos

v .
para clicar.

v O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores, na se¢do Sobre a
Revista.

e Q trabalho apresentado possui resumo contendo no maximo 200 palavras e presenta-se nas versdes: Portugués, inglés
e espanhol. Com estrutura preconizada nas Diretrizes para Autores.

& O manuscrito foi escrito com letra tipo Verdana, tamanho 12, com espagamento 1,5 cm entre linhas em todo o texto;
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As tabelas, figuras e fotos encontram-se em documento separado do manuscrito e serd inserido como documentos
suplementares, em documento Unico, separados por “quebra de pagina”.

A identificagdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da op¢do Propriedades no Word, garantindo desta
' forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagdo por pares (ex.: artigos), conforme instrucdes
disponiveis Assegurando a Avaliagdo por Pares Cega.

' Alista de indicag3o de avaliadores (Minimo 5) foi inserida na ultima pagina do manuscrito
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Todas as informagdes prestadas pelo autor estdo condizentes com o manuscrito que sera anexado. No caso de deteccdo
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1) Manuscrito.
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4) Documento Suplementar 3: Parecer Consubstanciado do CEP para as pesquisas que envolvem seres humanos. No
corpo do trabalho explicitar o atendimento das regras da Resolugdo CNS 466/12, indicando nimero de aprovagdo emitido
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5) Termo de responsabilidade de autoria e acordo de transferéncia do copyright, indicando a categoria do artigo,
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Informacdes Gerais
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enderego institucional completo e endere¢o de correio eletrnico, de todos os autores e co-autores. Especial atengdo
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INSTRUCOES PARA O PREPARO E ENVIO DOS MANUSCRITOS

A REF atualizou em abril de 2010 as regras para publicacdo e organizagdo das referéncias, tendo como base as normas
adotadas pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (estilo Vancouver), publicadas no ICMJE - Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (http://www.icmje.org/index.html).

CATEGORIA DOS ARTIGOS

A REF publica, preferencialmente, artigos originais, incluindo na sua linha editorial também estudos cienciometricos
(artigos de revisdo sistemaética, Meta-analise), comunicacdes breves e relato de casos e relato de experiéncia. Artigos de
revisdes narrativas s6 serdo aceitas quando as mesmas forem de autoria de editores da Revista Eletrdnica de Farmacia
ou de pesquisadores convidados pela Equipe Editorial. A apresentagdo dos manuscritos deve obedecer & regra de
formatagdo definida nessas normas, diferenciando-se apenas pelo nimero permitido de paginas em cada uma das
categorias.

Artigos Originais: sdo trabalhos resultantes de pesquisa original, de natureza quantitativa ou qualitativa. Sua estrutura
deve apresentar necessariamente os itens: Introdugao, Metodologias, Resultados e Discussdo e Conclusdo. A hipétese de
pesquisa, bem como os objetivos devem ser facilmente identificados no final da Introdugdo. Apresentagdo maxima de 25
laudas.

» Artigos de Estudos Cienciometricos: sdo contribuigdes que tém por objeto a analise sistematizada da literatura. Deve
incluir Introdugédo, delimitacdo do problema, procedimentos metodoldgicos, resultados e discussdo (desenvolvimento) e
conclusdes/ Consideragdes Finais. Apresentacdo maxima de 25 laudas.

+ Relatos de Experiéncia: se caracterizam pela descricdo de tecnologias em salude desenvolvidas de forma a contribuir
para o desenvolvimento do Sistema de Saude. Deve incluir Introdu¢do, metodologia, resultados e discussao
(desenvolvimento) e Consideragdes Finais. Apresentacdo em até 20 laudas.

+ Relatos de caso: se caracterizam pelo relatos de caso de conteldo inédito ou relevante, devendo estar amparada em

referencial teérico que dé subsidios a sua anélise. Deve incluir Introdugdo, relato e discussdo do caso, e conclusdes.
Apresentagdo em até 10 laudas.

» Comunicagdes breves: se caracterizam pela apresentacdo de notas prévias de pesquisa inédito ou relevante.
Apresentagdo em até 5 laudas.

FORMA DE APRESENTACAO DOS MANUSCRITOS

Os trabalhos deverdo ser apresentados em formato compativel ao Microsoft Word (.doc), digitados para papel tamanho
A4, com letra tipo Verdana, tamanho 12, com espacamento 1,5 cm entre linhas em todo o texto, margens 2,5 cm
(superior, inferior, esquerda e direita), paragrafos alinhados em 1,0 cm.

- Titulo: Letra tipo Verdana, justificado, em caixa alta, tamanho 16, negrito, nas versdes da lingua portuguesa, inglesa e
espanhola, na primeira pagina do trabalho. Os titulos em inglés e espanhol devem vir logo apés ao titulo em portugués,
estes devem estar no formato justificado, caixa alta, em italico, tamanho 14, letra tipo Verdana. N&o utilizar abreviagdes
no titulo e resumo.

« Especificar em nota no fim do documento a indicacdo da agéncia de fomento, quando for o caso e, também, quando
parte de Relatério de Pesquisa, Tese, Dissertacdo, entre outras. Devera ser conciso, porém informativo, em até 15
palavras.

» Autores: a identificagdo deve ser feita somente pelo sistema de submiss&o online. Devem ser apresentadas as seguintes
informagdes: nome(s) completo(s) do(s) autor({es), formacdo universitaria, titulacdo, atuacdo profissional, local de
trabalho ou estudo, e e-mail, de preferéncia institucional.

» Resumo e descritores: devem ser apresentados na primeira pagina do trabalho em portugués, inglés e espanhol,
digitados em espaco simples, com até 200 palavras. A sequéncia de apresentacdo dos resumos deve seguir a seguinte
ordem: resumo em portugués, inglés e espanhol, independente da lingua utilizada para o desenvolvimento do
manuscrito. Os resumos devem contemplar os seguintes itens: contextualizagdo, probleméticas (Gap), objetivo,
metodologia, resultados, conclusdes. Ao final do resumo devem ser apontados de 3 a 5 descritores que servirdo para
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indexagao dos trabalhos. Para tanto os autores devem utilizar os “Descritores em Ciéncias da Satude” da Biblioteca Virtual
em Satde (http://www.bireme.br/ ou http://decs.bvs.br/). Os descritores ndo poderdo estar presentes no titulo.

- Estrutura do Texto: a estrutura do texto devera obedecer as orientagdes de cada categoria de trabalho ja descrita
anteriormente, acrescida das referéncias bibliograficas, de modo a garantir uma uniformidade e padroniza¢do dos textos
apresentados pela revista. Os anexos (quando houver) devem ser apresentados ao final do texto.

« IlustracGes: tabelas, figuras e fotos devem estar inseridas como documentos suplementares, em documento Unico,
separados por “quebra de pagina”. As ilustracdes devem apresentar informagdes minimas (titulo e legenda) pertinentes
aquela ilustragdo. Os titulos das ilustragdes devem estar posicionados acima da ilustracéo e as legendas abaixo da
mesma. As Ilustragdes e seus titulos devem estar centralizados e sem recuo, tamanho 9, fonte Verdana. O tamanho
maximo permitido é de uma folha A4. Cada ilustracdo deve estar em uma Unica pagina e as paginas separadas por
“quebra de pagina”.

» Notas de rodapé: devem ser apresentadas quando forem absolutamente indispensaveis, indicadas por nimeros e
constar na mesma pagina a que se refere.

« Citagdes:

? Para citagOes “ipsis literis” de referéncias bibliograficas deve-se usar aspas na sequéncia do texto.

? As citagdes de falas/depoimentos dos sujeitos da pesquisa deverdo ser apresentadas em itélico, em letra tamanho 10,
na sequéncia do texto.

« Referéncias bibliograficas: as referéncias bibliograficas devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que
forem mencionadas pela primeira vez no texto. Devem ser identificadas no texto por nimeros arabicos sobrescritos
entre parénteses, sem espacos da Ultima palavra para o parénteses, sem a mengdo aos autores, exceto quando
estritamente necessaria a construgdo da frase. Nesse caso além do nome deve aparecer o nimero da referéncia. Essa
regra também se aplica para tabelas e legendas. Ao fazer a citagdo sequencial de autores, separe-as por um trago;
quando intercalados utilize virgula.

EXEMPLOS DE REFERENCIAS

Artigos em periodicos
Estrutura:

Autores. Titulo do artigo. Titulo do periédico. Ano de publicagdo;Volume(Nimero):P&ginas.

Observagdes:

« Apés o ano de publicacdo, ndo usar espagos.

« Usar os titulos abreviados oficiais dos periédicos. Para revistas nacionais que fazem parte da SciELO, essa informacao
pode ser obtida na pagina da propria revista, na sessdo “sobre nés”. Para abreviatura de periddicos internacionais,
consultar o “Index Medicus - abbreviations of journal titles” (http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?
lang=eng).

- Ao listar artigos com mais de seis (06) autores, usar a expressdo et al apés o sexto autor.

Artigo Padrdo

Vu RL, Helmeste D, AL, Reist C. Rapid determination of venlafaxine and Odesmethylvenlafaxine in human plasma by high-
performance liquid chromatography with fluorimetric detection. J. Chromatogr. B. 1997;703(1-2):195-201.

Volume com suplemento

Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerability and safety of frovatriptan with short- and long-term use for treatment of

migraine and in comparison with sumatriptan. Headache. 2002;42 Suppl 2:593-9.

Numero com suplemento
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