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RESUMO

A espécie Eugenia pyriformis Cambess., conhecida popularmente como uvaia, €
uma Myrtaceae nativa do Brasil. Suas folhas séao utilizadas na medicina popular para
o tratamento de gota, pois possui a propriedade de baixar os niveis de acido Urico.
Este trabalho teve como objetivo realizar estudos morfoanatémico, fitoquimico e de
atividades biologicas de folha e caule da espécie, acrescentando dados ao
conhecimento dessa planta medicinal e potencial droga vegetal. O material vegetal
foi coletado, identificado e devidamente preparado para as diferentes analises.
Quanto a morfoanatomia, observou-se que a folha é simples, oposta e eliptico-
lanceolada. Possui epiderme uniestratificada, estdmatos anomociticos restritos a
face abaxial, tricomas tectores unicelulares, mesofilo dorsiventral e nervura central
com seccéao plano-convexa, com um feixe vascular bicolateral. No caule, o felogénio
tem instalacdo superficial e ha floema interno, fibras e células pétreas. Compostos
fendlicos, prismas e drusas de oxalato de célcio ocorrem nos 6rgaos vegetativos
analisados. Na prospeccdo fitoquimica, verificaram-se glicosideos flavénicos e
esteroides e/ou triterpenoides no extrato hidroalcodlico de folha, enquanto que
saponinas, taninos e acidos fixos foram detectados no extrato aquoso, tanto de folha
como de caule. No 6leo essencial, foram encontrados os monoterpenos oxigenados
1,8-cineol, linalol e terpinen-4-ol. Trés substancias foram identificadas e relatadas
pela primeira vez na espeécie, o triterpeno B-amirina e os derivados porfirinicos
feofitina a e feofitina b. Com relacéo a atividade antioxidante no ensaio com DPPH,
constatou-se que a fracdo de acetato de etila de folha possui atividade antioxidante
maior em relacdo as demais. Para o complexo fosfomolibdénio, o extrato etandlico
bruto de folha e caule, e a fracdo de acetato de etila de folha tém atividade
antioxidante um pouco superior a da rutina. Com referéncia a acdo antimicrobiana,
demonstrou-se que o extrato etandlico bruto de folha apresenta atividade contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e as fracdes de acetato de etila e
hidroalcodlica de folha apresentam efeito inibitorio frente a S. aureus e Enterococcus
faecalis. Esses trés microrganismos sofreram inibicdo de crescimento pelo extrato
etandlico bruto de caule. O extrato acetdnico bruto de folha e caule revelou atividade
contra Pseudomonas aeruginosa e E. faecalis. No teste de toxicidade frente a
Artemia salina, verificou-se que as fragdes cloroférmica e de acetato de etila de folha
e as fracbes hexanica, de acetato de etila e hidroalcodlica de caule apresentam
citotoxicidade com DLs, inferiores a 1000 pg/mL. No teste alelopatico, as amostras
nao mostraram influéncia sobre a germinacdo das sementes de Lactuca sativa,
exceto a fragcdo hexanica de caule que inibiu o crescimento da radicula em
propor¢cdo maior. Os resultados obtidos contribuiram para acrescentar dados ao
conhecimento botanico, fitoquimico e de atividades biol6égicas dessa espécie
medicinal.

Palavras-chave: Eugenia pyriformis, Myrtaceae, morfoanatomia, triterpenos,
derivados porfirinicos.



ABSTRACT

Eugenia pyriformis Cambess., known as uvaia in Portuguese, is a Myrtaceae species
native to Brazil. Its leaves are used in folk medicine for the treatment of gout, due to
the property of lowering the uric acid levels. This work has aimed to study the
morpho-anatomy, phytochemistry and biological activities of the leaf and stem of E.
pyriformis, adding datato knownlege to this medicinal plant and potential vegetal
drug. The plant material was collected, identified and properly prepared for the
different analyses. With respect to the morpho-anatomy, it was observed that the leaf
is simple, opposite and elliptic-lanceolate. It has uniseriate epidermis, anomocytic
stomata exclusively on the abaxial surface, unicellular non-glandular trichomes,
dorsiventral mesophyll and plano-convex midrib with a bicollateral vascular bundle. In
the stem, the phellogen is installed superficially and it is found internal phloem, fibres
and stone cells. Phenolic compounds, prisms and druses of calcium oxalate are
present in the vegetative parts examined. In the phytochemical screening, it was
found flavonoid glycosides and steroids and/or triterpenoids in the leaf hydroalcoholic
extract, while saponins, tannins and fixed acids were detected in the leaf and stem
aqueous extracts. In the essential oil, it was encountered the oxygenated
monoterpenes 1,8-cineole, linalool and terpinen-4-ol. Three substances were
identified and reported for the first time for the species, the triterpene 3-amyrin and
the porphyrin derivatives pheophytin a and pheophytin b. Related to the antioxidant
activity with DPPH essay, the ethyl acetate fraction of the leaf has presented higher
antioxidant activity than the other samples. Regarding the phosphomolybdenum
complex, the crude ethanol extract of the leaf and stem, and the ethyl acetate fraction
of the leaf have shown a little higher effect than rutin. Considering the antimicrobial
activity, the crude ethanol extract of the leaf inhibits Staphylococcus aureus and
Escherichia coli, and the ethyl acetate and hydroalcoholic fractions of the leaf exhibit
effect against S. aureus and Enterococcus faecalis. These three microorganisms
have undertaken growth inhibition by the crude ethanol extract of the stem. The
crude acetone extract of the leaf and stem has shown activity against Pseudomonas
aeruginosa e E. faecalis. In the Artemia salina toxicity essay, it was observed that the
chloroform and ethyl acetate fractions of the leaf and the hexane, ethyl acetate and
hydroalcoholic fractions of the stem have cytotoxicity with LDsp less than 1000ug/mL.
Considering the allelopathic test, the samples have not influenced the growth of the
Lactuca sativa seeds, except for the hexane fraction of the stem which inhibits the
root growth in higher proportion. The results of this work have contributed to expand
the knowledge on the botanical, phytochemical and biological activities of this
medicinal species.

Keywords: Eugenia pyriformis, Myrtaceae, morpho-anatomy, triterpenes, porphyrin
derivatives.
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1 INTRODUCAO

A Farmacognosia estuda as matérias-primas naturais e de uso medicinal, e
descreve a droga medicinal, vegetal e animal, sob diversos pontos de vista, tais
como: origem, histéria, aspectos macroscépico e microscopico, armazenamento,
producdo e qualidade, composicdo quimica, pesquisa de falsificacdes, atividade
farmacoldgica, propriedades, emprego e transformacdo. A pesquisa por novas
plantas medicinais busca o isolamento e a identificacdo de principios ativos,
avaliando sua toxicidade, e procurando melhorar os processos de analise, assim
contribuindo para os avancos cientificos e econémicos (DEZANI; GUIDETTI, 1953;
BRUNETON, 1991; OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; COSTA, 2002).

Com a contribuicdo da Botéanica, descrevem-se os caracteres das plantas e
dos Orgaos utilizados, bem como a localizacdo de seus principios ativos e
secrecdes, por meio de estudos macroscépicos, microscopicos e histoquimicos
(COSTA, 2002). A Fitoquimica contribui para a descoberta de novas estruturas de
metabdlitos secundarios e de suas funcdes nos vegetais, e explica-os com
mecanismos de biossintese. Esta em integracdo com a quimica medicinal e a
farmacologia, para poder comprovar os principios ativos existentes e utilizados pela
populacdo sem nenhum controle (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; LORENZI,
MATOS, 2002).

Compostos quimicos obtidos de organismos vivos, que exercem efeitos
biolégicos em outros organismos, sdo chamados de produtos naturais bioativos.
Estes possuem atividades terapéuticas contra doencas em humanos e animais,
sendo indispensavel o estudo das plantas para identificar os compostos e avaliar as
atividades e os mecanismos de acdo dos mesmos. O isolamento de produtos
naturais com atividade biolégica apresenta inumeras vantagens, como a
identificacdo das estruturas, que permite a producdo de material sintético, a
incorporacdo de modificagdes estruturais e a racionalizagdo dos mecanismos de
acdo (COLEGATE; MOLYNEUX, 2008).

O Brasil € um pais com imensa rigueza vegetal e muitos representantes da
flora ndo foram estudados, o que desperta interesse também por parte de outros
paises. O mundo estd em busca de op¢des saudaveis de vida, como alimentacéo
natural, diminuicdo da poluicdo e descoberta da cura de novas doencas por meio

dos componentes das plantas. Isso faz com que surjam cada vez mais linhas de
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pesquisa em universidades, para validacdo do estudo cientifico das plantas
medicinais, gerando um grande interesse pela fitoterapia (YUNES; CECHINEL
FILHO, 2001).

A familia Myrtaceae é relevante em Farmacognosia, pois muitas das espécies
estudadas possuem propriedades terapéuticas, como por exemplo Eugenia uniflora
L. (pitanga), empregada na medicina popular para controle da hipertensao,
diminuicdo de colesterol e acido urico e, também, como adstringente e digestivo, e
E. moraviana O. Berg (cambui), que possui compostos que tém atraido atencdo pelo
seu potencial no tratamento de HIV, tumores, malaria e processos inflamatérios
(LUNARDI et al.,, 2001). As folhas de E. dysenterica DC. (cagaita) possuem
propriedades antidiarreicas e cardiotonicas, e s&o utilizadas no diabetes e em
ictericia (BRANDAO, 1991; SILVA, 1999). As folhas da espécie E. brasiliensis Lam.
(grumixama) séo utilizadas popularmente como diurético, para artrite e reumatismo,
e as de E. beaurepaireana (Kiaerskou) Legrand sao indicadas no tratamento de
Ulceras, como anti-inflamatério e adstringente (REVILLA, 2002). As folhas de E.
uniflora e de E. pyriformis Cambess. (uvaia) atuam no tratamento da gota humana
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987; THEODULOZ et al., 1988).

Diante da importancia do taxon, este trabalho investigou E. pyriformis sob
diversos aspectos, devido aos escassos estudos realizados até o presente, com a
finalidade de acrescentar dados ao conhecimento da flora brasileira e dessa planta
medicinal e potencial droga vegetal.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos morfoanatémico, fitoquimico e de atividades biol6gicas de
folha e caule de Eugenia pyriformis Cambess., Myrtaceae.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a morfoanatomia (macro e microscopia);

e Determinar parametros farmacogndsticos: cinzas totais e residuo solido;

e Realizar prospeccao fitoquimica;

e Isolar e identificar os componentes quimicos majoritarios do 6leo essencial de
folha;

e Isolar e identificar as substancias quimicas das fracbes metandlica e
acetobnica obtidas do extrato acetonico bruto;

e Determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das fracbes
de diferentes polaridades (hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e
hidroalcodlica);

e Pesquisar as atividades bioldgicas do extrato etandlico bruto e das fracdes:
acdo antimicrobiana, toxicidade frente a Artemia salina e atividade alelopatica;
e

e Pesquisar a acao antimicrobiana do extrato aceténico bruto e dos compostos
isolados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae Juss. pertence a ordem Myrtales Rchb., ao grupo das
Rosideas Takht., Eudicotilédoneas Centrais ou Nucleares e Angiospermas (APG I,
2003). Consiste em torno de 130 géneros e 4000 espécies (SOUZA; LORENZI,
2005), sendo seus maiores centros de dispersdo a América e a Oceania (JOLY,
1998). Na flora brasileira € uma das maiores familias, com cerca de 23 géneros e
1000 espécies, distribuindo-se pelo pais inteiro, aparecendo na Floresta Atlantica e
Floresta de Restinga. Os géneros com maior numero de espécies sdo Eugenia L.,
Marlierea Cambess. e Gomidesia O. Berg (SOUZA; LORENZI, 2005).

As Myrtaceae brasileiras possuem a caracteristica marcante de, a cada
estacdo de crescimento, seu tronco de casca lisa se renovar separando-se todo o
ritidoma (JOLY, 1998). Outra caracteristica importante da familia € a presenca de
cavidades secretoras de 6leo, que aparecem nas folhas como pontos transparentes,
sendo observadas na maioria dos géneros (METCALFE; CHALK, 1950; SOUZA,
LORENZI, 2005).

Sao arvores ou arbustos lenhosos que tém folhas inteiras, peninérveas, de
disposicéo alterna (géneros néo nativos) ou oposta, de margens inteiras e coloracéo
sempre verde, com estipulas muito pequenas e pontos translicidos (cavidades
secretoras) (JOLY, 1998; SOUZA; LORENZI, 2005).

As inflorescéncias sdo normalmente cimosas, de vez em quando reduzidas a
uma Unica flor. Florescendo no inicio da primavera, as flores sdo vistosas de cor
branca ou vermelha, efémeras, hermafroditas, geralmente pentameras, mono ou
diclamideas e actinomorfas. O fruto € do tipo baga, drupa, capsula ou nucula. As
sementes apresentam poliembrionia e também podem ser aladas (JOLY, 1998;
SOUZA; LORENZI, 2005).

A familia é rica em espécies frutiferas, como jabuticaba (Myrciaria spp.),
pitanga (Eugenia uniflora L.), goiaba (Psidium guajava L.), aracad (Psidium
cattleianum Sabine), cereja-nacional (Eugenia retusa (O. Berg) Nied.), guabiroba
(Campomanesia spp.) e uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.), entre outras.

Culturas provenientes de outros paises também estdo ganhando destaque no
Brasil, como de Eucalyptus spp., que tem grande utilizacdo na obtencdo de madeira,
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como planta aromatica e para fabricacdo de produtos de limpeza. Outro exemplo € o
cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry), que € utilizado como
especiaria, e também o jamboldao (Syzygium cumini (L.) Skeels), cujo fruto
comestivel € comum no litoral nordestino. Oleos essenciais s&o destilados de flores
e folhas de varios membros da familia (METCALFE; CHALK, 1950; JOLY, 1998;
SOUZA; LORENZI, 2005).

Muitos representantes possuem grande utilidade como plantas medicinais e
amplo uso popular (SOUZA; LORENZI, 2005). Algumas espécies de Myrtaceae no
Paraguai e na Argentina constituem o complexo Nangapary, utilizado popularmente
como diurético, anti-hipertensivo, adstringente, digestivo, para baixar o colesterol e
acido urico e diminuir o peso (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al. 1987; LORCA;
AMAT; GONZALEZ, 1995).

Do ponto de vista da composicao fitoquimica na familia encontra-se grande
guantidade de taninos, enquanto os alcaloides e glicosideos, com raras excecoes,
séo pouco conhecidos (FONT QUER, 1988).
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2.2 GENERO Eugenia

O género Eugenia L. é importante na familia Myrtaceae, pois apresenta valor
nutritivo, farmacoldgico e comercial (DONADIO et al., 2002; SILVA et al., 2003).
Produz frutos com poucas sementes, 0 que esta levando pesquisadores a buscar
novas formas de aumentar o potencial de producdo de mudas e realizar testes
germinativos. O comportamento germinativo de sementes de trés espécies de
Eugenia, E. involucrata DC. (cereja), E. uniflora L. (pitanga) e E. brasiliensis Lam.
(grumixama) foi realizado e concluiu-se que essas espécies tém alta capacidade de
producdo de mudas e de regeneracdo quando submetidas a algum dano, além de
alto potencial na propagacdo de mudas in vitro (SILVA et al., 2003).

Estudos realizados com outras espécies do género revelaram propriedades
farmacolégicas, como E. brasiliensis, que em suas folhas e cascas possui
propriedades adstringente, antirreumética e diurética, e seu O6leo essencial
demonstra atividade contra Trypanosoma cruzi (FERNANDEZ-FERREIRA et al.,
1997).

Eugenia uniflora apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana. A primeira
pode ter contribuicdo da presenca dos flavonoides e a segunda tem acdao inibitoria
frente a Staphylococcus aureus, Salmonela cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa
(AURICCHIO et al., 2007). Essa espécie, em estudo realizado por Schmeda-
Hirschmann et al. (1987), revelou a propriedade de baixar os niveis de acido urico.

Flavonoides estdo presentes em folhas de espécies de Eugenia, tendo sido
observados em prospeccoes fitoquimicas em E. uniflora (AURICCHIO; BACCHI,
2003), E. brasiliensis, E. beaurepaireana (Kiaerskou) Legrand, E. umbellifiora O.
Berg (MAGINA et al., 2010) e E. dysenterica DC. (COUTO et al., 2009)

Derivados de flavonoides polioxigenados foram identificados em estudos de
E. edulis Vell., como gossipetina-3,8-dimetil-éter-5-O-b-glucosideo; gossipetina-3,5-
dimetil-éter e miricetina-3,5,30-trimetil-éter (HUSSEIN et al., 2003). Nas folhas de E.
jambolana Lam. foram isolados os flavonoides 3-O-(4"-O-acetil)-a-L-
ramnopiranosideo de miricetina-4"-metil-éter e miricetina-3-O-(4"-O-acetil-2"-O-
galoil)-a-L-ramnopiranosideo (MAHMOUD et al., 2001).

Com relacéo a terpenoides, em folha e caule de E. moraviana O. Berg foram
isolados o &cido betulinico, o acido 6-a-hidroxibetulinico, o acido platanico e o B-
sitosterol (LUNARDI et al. 2001). Em E. brasiliensis foi identificado o acido ursdlico
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(FRIGHETTO et al., 2005). Da folha de E. florida DC. foi identificado um triterpeno
chamado de nor-lupanico, sendo sua estrutura denominada 29-hidroxiplatan-28-ato
de B-D-glicosila (JUNGES et al., 1999).
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2.3 Eugenia pyriformis CAMBESS.

A espécie Eugenia pyriformis Cambess. (FIGURA 1) é popularmente
conhecida como uvaia, uvaieira, uvaia-do-campo, uvalha e uvalha-do-campo. Ocorre
na Argentina, no Paraguai e no Brasil, desde S&o Paulo até o Rio Grande do Sul
(LEGRAND:; KLEIN, 1969).

A éarvore possui de 5 a 15 m de altura, com copa arredondada, ramos com
folhas simples, subcoriaceas e com a face inferior bem sericea, com caracteristica
velutina que revela um brilho particular. Suas flores s&o solitarias, axilares,
pedunculadas e de cor branca. Florescem em novembro, dezembro e janeiro. Seu
fruto é globoso e possui aproximadamente 2 cm de diametro, aspecto aveludado e
polpa carnosa. Amadurece em janeiro e fevereiro, tornando-se amarelo. Possui de
uma a trés sementes, com cotilédones unidos (LEGRAND; KLEIN, 1969; LORENZI,
2002; ROMAGNOLO; SOUZA, 2006).

E uma planta heliofita, seletiva higrofita e semidecidua. Sua madeira tem
grande utilidade, podendo ser usada como estaca, poste, moirdo, lenha e carvao.
Seus frutos sdo comestiveis, cultivados em pomares domésticos e consumidos na
forma de suco, geleia e sorvete. Sdo utilizados também para engorda de animais
domésticos e consumidos por passaros, ocasionando a dispersdo das sementes, 0
que contribui largamente para o reflorestamento de é&reas em degradacado
(LORENZI, 2002).

Estudos referentes a constituicdo quimica do 6leo essencial das folhas de E.
pyriformis da regiéo sul do Brasil mostram que a-cadinol, &-cadineno e -cariofileno
estdo entre os constituintes majoritarios (APEL et al., 2004). Pesquisas também
revelaram a presenca de flavonoides nas folhas da espécie, que tém a propriedade
de inibir a xantina-oxidase, sendo assim utilizadas no acamulo de acido Urico e no
tratamento de gota (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987; THEODULOZ et al.,
1988).



FIGURA 1. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE.
ASPECTO GERAL NO HABITAT
FONTE: O AUTOR (2009)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

Foram coletados ramos foliares de Eugenia pyriformis Cambess. no Jardim
Botanico de Curitiba, nas coordenadas aproximadas de 25° 26’ S e 49° 14’ W, e na
altitude de 930 m. A planta foi identificada no Herbério do Museu Botanico Municipal
de Curitiba-PR, pelo botanico Gert Hatschbach, e a exsicata esta depositada sob o
registro MBM 204990. A coleta foi realizada em junho de 2009, em campo limpo e
borda de capéo.

O material coletado foi devidamente preparado para a realizagdo dos estudos
morfoanatémico, fitoquimico e de atividades biolégicas.

3.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

Os estudos morfoanatomicos foram realizados com folhas desenvolvidas, a
partir do quarto né, e com caules jovens, obtidos entre 5-30 cm do apice caulinar.
Para a determinacdo da morfologia externa foliar adotou-se a classificacdo de
Hickey (1974). O material foi fixado em FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e
posteriormente estocado em etanol a 70% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

3.2.1 Laminas semipermanentes

Foram feitos cortes transversais e longitudinais, incluindo-se paradérmicos, a
mao livre, do material vegetativo fixado. Para as folhas, analisaram-se o peciolo e 0
terco inferior do limbo. A coloragdo foi feita com azul de astra e fucsina basica
(ROESER, 1972). As laminas semipermanentes foram montadas com glicerina a
50% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado esmalte incolor
(BECAK; PAULETE, 1976).

3.2.2 Laminas permanentes

As laminas permanentes foram obtidas a partir do material fixado, desidratado

em série etandlica crescente e emblocado em glicol-metacrilato (Leica Historesin ®).
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Os cortes obtidos no micrétomo de rotacdo Olympus CUT 4055 foram corados com
azul de toluidina (O’'BRIEN; FEDER; McCULLY, 1964). As laminas foram montadas
com Entellan® (KRAUS; ARDUIN, 1997).

3.2.3 Testes microquimicos

Para a realizacdo dos testes microquimicos foram feitas seccfes transversais
a mao livre do material fixado, utilizando-se os seguintes reativos: floroglucina
cloridrica para verificacdo de lignina (FOSTER, 1949), Sudan Il para substancias
lipofilicas (SASS, 1951), cloreto férrico para compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940), lugol para amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e &cido sulftrico para cristais
de calcio (OLIVEIRA; AKISUE, 1997).

Os resultados foram registrados por meio de fotomicrografias no microscépio

fotbnico Olympus BX-40, acoplado a unidade de controle PM-20.

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A analise ultraestrutural de superficie (microscopia eletrénica de varredura -
MEV) (SOUZA, 1998) foi realizada em lamina foliar de amostras fixadas e
desidratadas em série etandlica crescente e pelo ponto critico de CO; no
equipamento Bal-Tec CPD-030. Estas foram aderidas a suporte, metalizadas com
ouro no aparelho Balzers Sputtering SCD-030, submetidas a alto vacuo e

observadas no microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM-6360LV.

3.3 ESTUDO FITOQUIMICO

Folhas e caules foram colocados para secar na estufa a temperatura de
40° C. As folhas foram trituradas em liquidificador. Os caules foram triturados,
utilizando-se um moinho de martelo, para aumentar a superficie de contato do
material com o solvente no momento da extracdo (SONAGLIO et al., 1999).

Os procedimentos realizados referem-se a determinagdo de cinzas totais e
residuo sélido, a prospeccao fitoquimica, bem como ao isolamento e a identificacao
de compostos quimicos, e estdo sumarizados na FIGURA 2.
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3.3.1 Cinzas totais

Empregou-se o método gravimétrico descrito na F. Bras. IV (1988) para a
determinacdo do teor de cinzas totais, no qual se incinera o material em mufla até
eliminacdo do carvao, nao ultrapassando a temperatura de 450° C e procede-se a
pesagem do residuo presente. A andlise foi feita em triplicata e o resultado foi

calculado em porcentagem de cinzas em relacdo ao material vegetal original.

3.3.2 Residuo sdlido e prospeccao fitoquimica

A determinacéo do residuo soélido e a prospeccao fitoquimica foram feitas com
extratos obtidos de acordo com Moreira (1979) pelo método de maceracédo a quente,
preparando-se extratos hidroalcodlico a 20% (m/v) e aquoso a 20% (m/v),
separadamente de folha e caule.

O extrato hidroalcodlico a 20% (m/v) foi feito com o material vegetal triturado,
macerado em alcool etilico a 70% (v/v) em BM a 60° C por 1 h e filtrado, mantendo-
se 0 extrato sob refrigeracdo. Foi feito o fracionamento deste através de gradiente
de polaridade com os solventes hexano, cloroféormio e acetato de etila.

O extrato aquoso a 20% (m/v) foi preparado com o material vegetal triturado
colocado em contato com agua destilada em BM a 60° C por 1 h. O macerado foi
filtrado e mantido sob refrigeracao.

A partir desses extratos determinaram-se o residuo sélido e a presenca dos
seguintes grupos quimicos:

A) Extrato hidroalcodlico e fracdes: alcaloides, glicosideos flavonicos,

cumarinas, antraquinonas e esteroides e/ou triterpenos

B) Extrato aquoso: glicosideos antocianicos, saponinas, glicosideos
cianogénicos, taninos (hidrolisaveis e condensados), acidos fixos e &cidos

volateis
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e Determinacao de residuo sélido
O residuo sélido do extrato hidroalcodlico e das respectivas fracbes e do
extrato aquoso foi obtido pela diferenca de peso da aliquota antes e apls a
evaporacdo em estufa a 100° C, até peso constante. Os ensaios foram feitos em

triplicata.

e Pesquisa de alcaloides

Foram utilizados os reativos gerais para detectar alcaloides por meio de
turvacdo a precipitacdo: Mayer (iodo-mercurato de potassio), Dragendorff (iodo-
bismutato de potassio), Bouchardat (iodo-iodeto de potassio) e Bertrand (acido

silico-tungstico).

e Pesquisa de glicosideos flavbnicos

A pesquisa foi realizada por meio das reagbes de Shinoda, Taubock e
Pacheco. Na reacdo de Shinoda as colorac¢des diferenciais dos flavonoides revelam
estruturas quimicas diversas: flavonas com coloracdo amarelo a vermelho, flavonéis
e di-hidroflavonéis com coloracdo vermelho a vermelho sangue, flavononas com
coloracéo vermelho a violeta, e derivados antocianicos com coloracédo vermelho que
passa a rosa. Chalconas, auronas, di-hidrochalconas, isoflavonas e isoflavononas
nao apresentam coloragao.

Na reacdo oxdlico-bdérica ou reacdo de Taubock, os flavonoides em geral
desenvolvem fluorescéncia amarela esverdeada, enquanto que alguns dos seus
derivados, como as flavonas e isoflavonas ndo apresentam essa propriedade. As
antocianinas coram-se, sem produzir fluorescéncia.

Empregando-se acetato de sodio e anidrido acético no ensaio de Pacheco,
os di-hidroflavondis apresentam coloracdo roxa caracteristica e as flavonas, as

chalconas, as auronas e os flavondis dédo resposta negativa.

e Pesquisa de cumarinas
Cumarinas foram pesquisadas em meio basico e detectadas pela fluorescéncia
azul ou verde amarelada sob luz UV.
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e Pesquisa de antraquinonas
Para a pesquisa de antraquinonas foi realizada a reacao de Borntrager, cujo
resultado positivo se verifica pela coloragcdo vermelha de antraquinonas livres em

meio basico.

e Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

Para a deteccdo de esteroides e/ou triterpenos, foi efetuada a reacdo de
Libermann Burchard. Frente a resultado positivo, foram executadas também as
reacdes de Keller-Kiliani para desoxiagucares e de Baljet para lactonas
pentaciclicas.

e Pesquisa de glicosideos antocianicos
Aliquotas do extrato foram ajustadas a pH 4, 7 e 10 para verificar a mudanca

de coloracgédo indicativa de glicosideos antocianicos.

e Pesquisa de saponinas
A formacdo de espuma persistente, apés agitacao enérgica do extrato, indica
a presenca de saponinas.

e Pesquisa de glicosideos cianogénicos
A formacdo de HCN, pela hidrélise dos glicosideos cianogenéticos em meio
acido, é revelada pela formacéo de cor vermelha em papel picro-sodico.

e Pesquisa de taninos
A pesquisa de taninos (hidrolishveis e condensados) foi efetuada

separadamente com cloreto férrico, gelatina e formol-cloridrico (Stiasny).
e Pesquisa de acidos volateis
O extrato acidificado foi levado em BM a 60° C para a evaporacdo de acidos

volateis, que desenvolvem coloracdo vermelha em papel indicador.

e Pesquisa de acidos fixos



32

A pesquisa dos acidos fixos foi realizada com reagente de Nessler, pelo

desenvolvimento de coloracéo alaranjada.

3.3.3 Isolamento e identificagdo de compostos quimicos

A) Oleo essencial

Folhas trituradas (200 g) foram submetidas a hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger modificado por Wasicky (1963), para esséncias menos densas que a
agua, sendo o Oleo essencial coletado apd6s o funcionamento ininterrupto do
aparelno por 6 h. Os componentes majoritarios do Oleo essencial foram
determinados por cromatografia gasosa/espectrometria de massa em aparelho
Varian CG modelo 3800, acoplado a espectrofotdbmetro de massa da marca Varian
modelo 4000, e programa computacional MS-Workstation 6.1.9, através do qual

foram identificados os componentes.

B) Extrato acetOnico bruto e fracdes

O extrato acetbdnico bruto foi obtido a partir de 840 g de folha e 1 kg de caule
extraidos com acetona a 30° C durante um periodo de 6 h em aparelho de Soxhlet
modificado, no qual o sifdo possui um alargamento em sua base, que evita o
sifonamento do extrato e permite que a extracdo seja continua (CARVALHO, 2001).
Os extratos foram evaporados em BM a 60° C. As amostras foram eluidas
separadamente em um sistema de solventes, agua, metanol e acetona, em um
processo de filtracdo sobre octadecilsilica (RP-18) da Lichroprep® (25-40 mesh). A
fracdo obtida a partir da agua foi descartada, eliminando-se os agucares de menor
importancia, e as fracdes metandlica e acetdnica foram posteriormente concentradas
em aparelho rotavapor a temperatura de 50° C (APPENDINO et al., 2008).

As fragBes metandlica e acetbnica foram concentradas separadamente e
dissolvidas em acetona e incorporadas em uma pequena quantidade de silica para
formar um p6 seco e fino, depositado em um filtro sinterizado com papel de filtro.
Foram realizadas colunas de silica-gel 60 (0,063-0,02 mm/ 70-230 mesh),

Masherey-Nagel® e aluminio (Aluminium oxide 90 neutral), pH 7 £ 0,5, utilizando
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como gradientes éter de petréleo e acetato de etila (8:2 até 4:6). As aliquotas foram
recolhidas (FIGURA 3) e o monitoramento foi feito por cromatografia em camada
delgada (CCD), na qual foram utilizadas placas Masherey-Nagel® 60 Fzs4 (0,25
mm), sendo estas mergulhadas em H,SO4 a 5% (v/v) em etanol e posteriomente
aquecidas. As manchas foram observadas a olho nu e pelo UV em 360 nm para a
diferenciacdo dos compostos, que foram reunidos e concentrados em rotavapor
(APPENDINO et al., 2008).

Para RMN de *C e 'H foi utilizado espectrofotdmetro AC 200 Brucker® em
50 MHz e 200 MHz e os espectros de 'H realizados na Italia foram lidos em 300
MHz, e para IV as amostras foram preparadas em pastilha de brometo de potéassio
anidro, comprimidas em aparelho Bomem-Hartmann & Braum e analisadas em
Biored® FTS 3500 GX entre 400 e 4000 cm'™.

Utilizou-se metanol em ebulicdo para purificacdo dos compostos da fracao
metandlica e o aluminio foi empregado para separacao dos compostos da fracédo

acetodnica.

C) Extrato etandlico bruto e fracdes

A preparacdo do extrato bruto foi feita com etanol a 96° GL, em refluxo
continuo por 6 h, a 50° C, em aparelho de Soxhlet modificado. Para obtencao das
fracbes, a particdo liquido-liquido deu-se em ordem crescente de polaridade
(hexano, cloroférmio, acetato de etila), sendo a fracdo remanescente a
hidroalcodlica (CARVALHO, 2001).

O extrato etandlico bruto e as fracdes foram utilizados para realizar os testes
das atividades antioxidante e bioldgicas. A toxicidade frente a Artemia salina foi
também feita com o residuo soélido hidroalcodlico.

3.3.4 Avaliagdo da atividade antioxidante

Para avaliagdo da atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das
fracOes, utilizaram-se os métodos de DPPH (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999;
MENSOR, 2001) e do complexo fosfomolibdénio (PRIETO; PINEDA; AGUILAR,
1999).
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Para o método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foram levados o extrato
bruto e as fracbes a secura em BM a 40° C e o material seco foi dissolvido em
etanol, com concentracédo final de 200 ug/mL. Foi feito um branco para cada fracéo
utilizando-se a solu¢do das amostras e 1 mL de etanol. O controle foi preparado com
etanol e DPPH. Empregaram-se a vitamina C e a rutina como padrdes, com
concentracao final também de 200 ug/mL.

A porcentagem da atividade antioxidante foi obtida com os valores de
absorbancia (A) em espectrofotometro UV-1800 Shimadzu®, em 518 nm das

amostras testadas por meio da seguinte formula:

% InIbIQéO DPPH = 100 = (A amostra~ A branco)

A controle

Por regresséao linear foi determinada a ICso (Concentracdo Inibitéria Média),
gue corresponde as médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Para verificar a
diferenca estatistica entre as amostras aplicou-se o teste estatistico Anova e para a
localizacao das diferencas o teste de Tukey (p<0,05) (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999; MENSOR, 2001).

No método de formacdo do complexo fosfomolibdénio (PRIETO; PINEDA,
AGUILAR, 1999), as amostras foram preparadas igualmente ao método anterior e
dissolvidas em solucdo etandlica com concentracao final de 200 pg/mL. Foram
utilizados como padréo a vitamina C e a rutina. Apés adi¢édo da solucdo reagente do
complexo fosfomolibdénio, realizaram-se as leituras de absorbancia (A) em
espectrofotometro UV-1800 Shimadzu®, em 695 nm. Para o calculo da atividade

antioxidante foi utilizada a seguinte formula:

% atividade antioxidante = A amostra

A vitamina C

x 100

A atividade antioxidante da rutina foi calculada dividindo o seu valor de
absorbancia pelo valor de absorbancia da atividade padrao da vitamina C, utilizando

a féormula anterior.
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3.4 ESTUDO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os ensaios de atividades bioldgicas foram conduzidos com extrato etandlico
bruto e fracbes, extrato acetbnico bruto e compostos isolados preparados como

descrito anteriormente.
3.4.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Os testes foram realizados com o extrato etandlico bruto, com as fracdes
hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica de folha e caule, com o
extrato acetonico bruto de folha e caule e com os compostos isolados a partir do
extrato acetonico bruto de folha, todos foram feitos em duplicata.

Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Foram inoculadas bactérias em meio de
cultura caldo Mueller-Hinton, sendo a concentracédo de microrganismos ajustada em
comparacdo com o tubo 0,5 da escala de McFarland, para padronizacdo dos
in6culos (10® UFC/mL) dos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC® 25923,
Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e
Enterococcus faecalis ATTC® 29212. Os extratos e fragdes foram dissolvidos em
etanol 10% e DMSO 2%. Foram utilizadas concentracdes decrescentes dos extratos,
5000 pg/mL, 2500 pg/mL, 1250 pg/mL, 625 upg/mL, 312 pg/mL, 156 pg/mL, 78
pg/mL, 39 ug/mL, e fragdes, (200 ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL, 12 ug/mL,
6 ug/mL, 3 pg/mL, 1 pg/mL). Para o controle de esterilidade, utilizaram-se 100 pL de
caldo Mueller-Hinton e 100 pL de extrato ou fragdo na concentragéo de 10000 pg/mL
e 400 uyg/mL respectivamente. Para o controle negativo da atividade inibitéria foi
utilizado o diluente etanol 10% e DMSO 2% usado na preparacao dos extratos. Para
o controle positivo ou de viabilidade foram utilizados 100 yL de caldo Mueller-Hinton
e 5 pL do inéculo bacteriano.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35° C por 16 a
20h. Decorrido esse intervalo de tempo foram acrescidos 20 yL de solu¢do aquosa
de TTC (cloreto de trifenil tetrazélio, Merck®) a 0,5% (v/v) e as microplacas foram
reincubadas por 3 h a 35° C. Posteriormente, foi realizada a leitura dos resultados.

A presenca de coloragdo vermelha nos orificios foi interpretada como prova
negativa de efeito inibitério de extrato ou fragdes, enquanto que a auséncia da
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coloracao vermelha foi considerada prova positiva da acédo inibitéria (AYRES et al.,
2008; CLSI, 2009).

3.4.2 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

O teste foi realizado em triplicata com as fracdes hexanica, cloroférmica, de
acetato de etila e hidroalcodlica, e com o residuo solido hidroalcodlico. O controle
positivo foi feito com sulfato de quinidina e o negativo com etanol. Ap6s a eclosao
dos ovos de Artemia salina, os nauplios foram colocados em contato com as fracfes
e residuo sélido diluidos (MEYER, 1982). Os dados de contagem de nauplios vivos e
mortos foram analisados pelo método estatistico Probitos, sendo determinados a
DLso € 0 intervalo de confianga de 95%. As amostras foram consideradas com
atividade citotoxica quando a DLs, teve resultado menor que 1000 ppm (FINNEY,
1956; MEYER, 1982).

3.4.3 Avaliagdo da atividade alelopética

Foi realizado um estudo da atividade alelopatica, visando avaliar a influéncia
do extrato etandlico bruto e das fracdes sobre sementes de Lactuca sativa L. (alface
cultivar Baba de verdo, da empresa Isla, com indice de germinacdo de 99%),
empregando-se um total de vinte sementes em quatro repeticbes em caixa gerbox.
O teste foi realizado em duplicata.

Para o teste de germinacdo das sementes, as observacOes foram feitas
diariamente, durante sete dias, sendo excluidas as que germinavam. O indice de
velocidade de germinacao (IVG) foi determinado para cada repeticdo de tratamento,
sendo calculado de acordo com a quantidade de sementes germinadas, dividindo-se
pelo dia da germinacdo e somando-se até o ultimo dia da germinacdo. As médias
obtidas do IVG foram submetidas ao teste Skott-Knott em nivel de 5% de
probabilidade.

Para o teste de crescimento, o material foi mantido no germinador e no ultimo
dia procedeu-se a verificagdo dos resultados. Para cada semente foi medido o
tamanho da radicula e do hipocétilo com papel milimetrado. Os resultados foram
submetidos ao teste de Scott-Knott para determinacdo das médias. Como controle
positivo foi utilizado o etanol e como controle negativo a agua, tanto para
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germinacdo quanto para o0 crescimento (DIETZ; WINTERHALTER, 1996;
FERREIRA; AQUILA, 2000; MALHEIROS; PERES, 2001).
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FIGURA 2. FLUXOGRAMA DOS ESTUDOS FITOQUIMICO E DE ATIVIDADES BIOLOGICAS REALIZADOS EM FOLHA E CAULE DE
Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE
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FIGUR~A 3. COLUNA CROMATOSBRAFICA DAS RESPECTIVAS
FRACOES DO EXTRATO ACETONICO BRUTO, PROVENIENTES

DE FOLHA DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE
FONTE: O AUTOR, 2010
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

As folhas de Eugenia pyriformis Cambess. tém filotaxia oposta, sdo simples e
possuem cerca de 3,5 a 7 cm de comprimento por 1,5 a 2,5 cm de largura, com
peciolos de 3 a 6 mm. S&o simétricas, eliptico-lanceoladas, com apice agudo e base
também aguda, margens inteiras (FIGURAS 4, 5) e textura subcoriacea. O peciolo é
normal, pois € de seccdo transversal praticamente circular, sendo levemente
achatado na face adaxial, sem espessamentos notaveis ou outros processos. A
nervacao da folha é camptédroma-broquidédroma, em que as nervuras secundarias
nao terminam na margem, se unindo em forma de arcos proeminentes.

O limbo, em vista frontal, apresenta células epidérmicas com formato
poligonal a levemente ondulado em ambas as faces (FIGURAS 6, 7), e revestidas
por cuticula estriada (FIGURA 8). Os estbmatos séo do tipo anomocitico (FIGURA 7)
e ocorrem na superficie abaxial (folha hipoestomatica) (FIGURAS 7, 10, 11).
Numerosos tricomas tectores, simples, unicelulares, com paredes espessadas,
ponta aguda e inclinados sobre a epiderme (FIGURAS 7-10) ocorrem
predominantemente na superficie abaxial (FIGURAS 9-11).

Em seccéo transversal da regiao internervural (FIGURAS 12-14), a epiderme
€ uniestratificada, sendo as células da face adaxial comparativamente maiores que
as da abaxial. As células da epiderme sao alongadas periclinalmente e revestidas
por uma cuticula moderadamente espessada. Os estbmatos estdo inseridos no
mesmo nivel que as células adjacentes e as células-guarda possuem cristas
cuticulares externas evidentes (FIGURAS 12-14).

O mesofilo é dorsiventral (heterogéneo assimétrico) (FIGURAS 13, 14),
consistindo geralmente de um estrato de parénquima palicadico e de cerca de sete
camadas de parénguima esponjoso, este representando cerca de 60% da altura dos
clorénquimas. No mesofilo ocorrem cavidades secretoras, preferentemente junto a
face adaxial (FIGURAS 14, 15), revelando a presenca de contetdo lipofilico. Séo
encontrados numerosos cristais de oxalato de calcio, dos tipos drusa e
frequentemente prisma (FIGURA 16). Distribuidos no mesofilo, ha feixes vasculares
de pequeno porte, do tipo colateral e envoltos por uma bainha do feixe
esclerenquimatica (FIGURA 13).
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Em seccéo transversal, a nervura central tem contorno plano-convexo
(FIGURAS 12, 17). A epiderme € uniestratificada e as células mostram paredes
periclinais externas convexas, sendo revestidas por uma cuticula espessada que
forma flanges cuticulares (FIGURA 18). Na sequéncia, sdo observados colénquima
angular junto a ambas as faces e um unico feixe vascular do tipo bicolateral, em arco
aberto (FIGURAS 17-19). Esse feixe € circundado por uma bainha
esclerenquimética, com predominancia de fibras (FIGURAS 17-19), e por uma
bainha cristalifera. Ocorrem também prismas (FIGURA 20) e algumas drusas de
oxalato de célcio, amiloplastos e compostos fendlicos.

Seccionado transversalmente, o peciolo revela formato praticamente circular
(FIGURAS 21, 22). A epiderme é uniestratificada e a cuticula que a reveste é
moderadamente espessada e forma flanges cuticulares (FIGURA 23). Os tricomas
sdo semelhantes aos descritos na nervura central. Encontram-se algumas camadas
de colénquima angular, cavidades secretoras semelhantes as do limbo (FIGURA
22), numerosos idioblastos contendo prismas (FIGURA 23) e drusas de oxalato de
calcio, e um unico feixe vascular bicolateral (FIGURAS 23, 24), em arco aberto
(FIGURAS 21-23), circundado por uma bainha com lignificagdo incipiente.
Amiloplastos e células com conteudo fendlico estao presentes.

O caule mostra seccdo transversal circular. O sistema de revestimento
consiste de uma periderme (FIGURAS 25-27), cujo felogénio tem instalacéo
superficial. O suber, localizado externamente, constitui-se de véarias camadas de
células tabulares (FIGURA 28), com impregnacao de suberina e lignina. No coOrtex
h&d numerosas camadas de parénquima cortical (FIGURAS 27, 28). O cilindro
vascular consiste de floema externo, xilema e floema interno, percorridos por raios
estreitos (FIGURAS 28, 29). O xilema é totalmente lignificado e possui elementos
traqueais de diametro relativamente pequeno. Fibras e células pétreas isoladas ou
em pequenos grupos sdo encontradas no cértex, no floema externo e na medula
(FIGURAS 28-30). Ocorrem numerosas ceélulas com conteudo fendlico, prismas
(FIGURA 30) e algumas drusas de oxalato de célcio.
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FIGURAS 4-9. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE: 4. RAMO VEGETATIVO APICAL,; 5.
FOLHAS SIMPLES, FACES ADAXIAL E ABAXIAL; 6. FACE ADAXIAL DA EPIDERME FOLIAR, EM
VISTA FRONTAL; 7. FACE ABAXIAL DA EPIDERME FOLIAR, EM VISTA FRONTAL,; 8. TRICOMA
TECTOR NA FACE ADAXIAL DA EPIDERME FOLIAR; 9. NUMEROSOS TRICOMAS TECTORES
NA FACE ABAXIAL DA EPIDERME FOLIAR. ABREVIATURAS: ab- FACE ABAXIAL, ad- FACE
ADAXIAL, bt- BASE DE TRICOMA, es- ESTOMATO, tr- TRICOMA. BARRA= 2 cm (4, 5), 20 um (6, 7)



FIGURAS 10-15. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. FOLHA: 10,11. TRICOMAS
TECTORES E ESTOMATOS NA FACE ABAXIAL DA EPIDERME; 12. SECGCAO
TRANSVERSAL DO LIMBO; 13. SECCAO TRANSVERSAL DA REGIAO INTERNERVURAL,
INDICANDO FEIXE VASCULAR DE PEQUENO PORTE; 14. SECCAO TRANSVERSAL DA
REGIAO INTERNERVURAL, MOSTRANDO MESOFILO DORSIVENTRAL E CAVIDADE
SECRETORA; 15. DETALHE DE UMA CAVIDADE SECRETORA. ABREVIATURAS: ct-
CUTICULA, cv- CAVIDADE SECRETORA, ep- EPIDERME, es- ESTOMATO, fx- FEIXE
VASCULAR, pe- PARENQUIMA ESPONJOSO; pp- PARENQUIMA PALICADICO; tr-
TRICOMA. BARRA= 100 pm (12), 50 pm (13), 20 um (14, 15)
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FIGURAS 16-19. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. FOLHA, EM SECCAO
TRANSVERSAL: 16. PORMENOR DE UM ESTOMATO NA FACE ABAXIAL E PRISMA DE
OXALATO DE CALCIO; 17. FEIXE VASCULAR BICOLATERAL DA NERVURA CENTRAL;
18. DETALHE DA NERVURA CENTRAL, JUNTO A FACE ADAXIAL, MOSTRANDO PARTE
DA BAINHA ESCLERENQUIMATICA E DO FLOEMA INTERNO; 19. NERVURA CENTRAL,
JUNTO A FACE ABAXIAL, EM QUE SE INDICAM XILEMA E FLOEMA EXTERNO.
ABREVIATURAS: be- BAINHA ESCLERENQUIMATICA, ep- EPIDERME, fle- FLOEMA
EXTERNO, fli- FLOEMA INTERNO, pe- PARENQUIMA ESPONJOSO, pf- PARENQUIMA
FUNDAMENTAL, pp- PARENQUIMA PALICADICO, pr- PRISMA, xi- XILEMA. BARRA=
20 um (16, 18, 19), 50 pm (17)
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FIGURAS 20-24. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. FOLHA, EM SECGCAO
TRANSVERSAL: 20. PRISMA DE OXALATO DE CALCIO; 21, 22. ASPECTO GERAL DO PECIOLO;
23. FEIXE VASCULAR BICOLATERAL DO PECIOLO; 24. PORMENOR DO FEIXE VASCULAR DO
PECIOLO. ABREVIATURAS: cv- CAVIDADE SECRETORA, ep- EPIDERME, fle- FLOEMA
EXTERNO, fli- FLOEMA INTERNO, fx- FEIXE VASCULAR, pf- PARENQUIMA FUNDAMENTAL,
pr- PRISMA, xi- XILEMA. BARRA= 20 pm (20, 24), 50 pym (23), 100 um (22), 200 um (21)



FIGURAS 25-27. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. SECCAO TRANSVERSAL
DO CAULE: 25, 26. ORGANIZACAO GERAL; 27. PERIDERME, CORTEX E CILINDRO
VASCULAR. ABREVIATURAS: cx- CORTEX, ep- EPIDERME, fle- FLOEMA EXTERNO, fli-
FLOEMA INTERNO, me- MEDULA, pe- PERIDERME, pr- PRISMA, xi- XILEMA. BARRA=
20 ym (25), 50 ym (26); 100 um (27)
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FIGURAS 28-30. Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. CAULE, EM
SECCAO TRANSVERSAL: 28. DETALHE DE SUBER, CORTEX, FLOEMA
EXTERNO E XILEMA; 29. XILEMA, FLOEMA INTERNO E MEDULA; 30.
PORMENOR DE FIBRAS E PRISMAS NA MEDULA. ABREVIATURAS: cx- CORTEX,
fi- FIBRA, fle- FLOEMA EXTERNO, fli- FLOEMA INTERNO, me- MEDULA, pr-
PRISMA, su- SUBER, xi- XILEMA. BARRA= 20 pm (30); 50 um (28, 29)
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Com relagdo a morfologia externa foliar de E. pyriformis, foi constatada
semelhanca com os aspectos atribuidos a mesma espécie por Legrand e Klein
(1969) e Lorenzi (2002). Em estudo de vascularizagdo de folha e identificagdo de
representantes de Eugenia, E. pyriformis examinada por Cardoso e Sajo (2006)
revelou nervacdo camptodroma-broquidédroma, da mesma forma que nesta
investigacdo. Em concordancia com espécies afins, esse padrdo foi verificado
também em E. umbellifiora O. Berg (guapé) (MEDEIROS, 2000) e E. florida DC.
(DONATO; MORRETES, 2009).

Quanto a anatomia foliar, as caracteristicas comuns as Myrtaceae
(METCALFE; CHALK, 1950) e que sao descritas em E. pyriformis nesta analise
consistem de epiderme unisseriada, tricomas tectores unicelulares, estdomatos
anomociticos, cavidades secretoras, floema interno, células contendo compostos
fendlicos e cristais de oxalato de calcio. Essas estruturas sdo consideradas comuns
no taxon, tendo sido verificadas em representantes de diferentes géneros, tais como
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (guabiroba), Myrcia cordifolia O.
Berg, M. decrescens O. Berg, M. torta DC. (GOMES et al., 2009), M. sphaerocarpa
DC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M. guianensis (Aubl.) DC. (pedra-hume-cad) (JORGE;
AGUIAR; SILVA, 2000), Hexachlamys edulis (O. Berg) Kausel & D. Legrand
(LORCA; AMAT; GONZALEZ, 1995) e Melaleuca spp. (SILVA, 2007). Embora esses
aspectos comuns sejam de facil reconhecimento na analise microscépica,
favorecendo o controle farmacognostico, e sejam relevantes na taxonomia da
familia, carecem de valor diagndstico na identificacao de espécies.

Diante dessa constatacao, outros caracteres anatdbmicos devem ser avaliados
para diferenciacdo de E. pyriformis, como por exemplo, a ocorréncia de folha
anfiestomatica e de mesofilo isobilateral nas espécies de Melaleuca estudadas por
Silva (2007) e a observacdo de longos tricomas e de hipoderme em H. edulis
relatada por Lorca, Amat e Gonzélez (1995). Esses dados se contrapbem a presente
analise, em que E. pyriformis mostra folha hipoestomatica, mesofilo dorsiventral,
tricomas relativamente menores e auséncia de hipoderme.

Em comparagdo com outros membros de Eugenia, de um modo geral,
constata-se semelhanca anatomica representada por folha com estdmatos restritos
a superficie abaxial, cuticula estriada, células epidérmicas com contorno poligonal a
ondulado em vista frontal, mesofilo dorsiventral, nervura central com um feixe

vascular bicolateral em arco aberto e envolto por bainha esclerenquiméatica,
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cavidades secretoras preferentemente subepidérmicas, drusas e prismas de oxalato
de célcio e compostos fendlicos (FONTENELLE; COSTA; MACHADO, 1994;
LORCA; AMAT; GONZALEZ, 1995; JORGE; AGUIAR; SILVA, 2000; MEDEIROS,
2000; DONATO; MORRETES, 2007; 2009; ALVES; TRESMONDI; LONGUI, 2008).

A diferenciacao pode ser efetuada com relacdo a espécie desta investigacao,
pelo fato de E. uniflora L. (pitanga) possuir cuticula delgada e estdmatos paraciticos,
de acordo com Lorca, Amat e Gonzalez (1995). Esse padrao estomatico também foi
relatado em E. florida (DONATO; MORRETES, 2009). Mesofilo isobilateral de E.
copacabanensis Kiaersk. (FONTENELLE; COSTA; MACHADO, 1994) e o contorno
cOncavo-convexo da nervura central, em seccao transversal, de E. brasiliensis Lam.
(grumixama) (DONATO; MORRETES, 2007) representam também elementos
diferenciadores. Isso se estabelece se for tomado por base que E. pyriformis exibe
cuticula moderadamente espessada, estbmatos anomociticos, mesofilo dorsiventral
e nervura central plano-convexa.

O aspecto do peciolo pode contribuir adicionalmente na caracterizacdo de
espécies, como observado por Fontenelle, Costa e Machado (1994). De acordo com
esses pesquisadores, E. maricaensis G.M. Barroso possui um feixe vascular em
disposicdo céntrica no peciolo, enquanto E. schottiana O. Berg revela um feixe
vascular em arco fechado, em oposicéo ao arco aberto encontrado neste trabalho.

No entanto, o valor diagnéstico atribuido a diferentes estruturas deve ser
considerado criteriosamente, porque podem estar sujeitas a influéncias ambientais
(CUTTER, 1986). A titulo de exemplificacdo, Alves, Tresmondi e Longui (2008)
demonstraram que a dimensao das folhas de E. uniflora varia entre plantas de meio
urbano e rural. Os poluentes das cidades podem ser responsaveis por folhas
menores, elevada proporcdo de parénquima palicadico, reducdo dos espacos
intercelulares, maior densidade estomatica e aumento da quantidade de cristais. Por
sua vez, Donato e Morretes (2007), avaliando E. brasiliensis proveniente de areas
de restinga e de floresta, concluiram que a incidéncia luminosa elevada no litoral
determina aumentos de espessura foliar, espessamento e grau de lignificacdo de
paredes celulares, densidade estoméatica e vascular, concentragcdo de compostos
ergasticos, altura do parénquima palicadico e nimero de estratos do esponjoso.
Esses mesmos autores (2009) verificaram que folhas de sol e de sombra de E.
florida apresentam diferencas, tendo as primeiras caracteristicas semelhantes as de
folha de restinga do estudo anterior.
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Em se tratando de cavidades secretoras, na opinido de Gomes et al. (2009),
nas espécies em que estas assumem uma posicdo subepidérmica estabelece-se
uma origem a partir do meristema epidérmico, sem a participacdo do meristema
fundamental. Embora ndo se tenham conduzidos estudos ontogenéticos neste
trabalho, em E. pyriformis essas estruturas secretoras internas tém formacéao
esquizolisigena, de acordo com Lorca, Amat e Gonzélez (1995).

Com referéncia ao caule, a organizagdo estrutural de E. pyriformis
corresponde a descricdo de Metcalfe e Chalk (1950) para Myrtaceae e Eugenia,
consistindo de felogénio instalado perifericamente, floema externo, xilema e floema
interno formando cilindros continuos atravessados por raios estreitos, células
pétreas, compostos fendlicos, cristais de oxalato de calcio e elementos de vaso de
[imen pequeno.

Apesar de Soffiatti e Angyalossy-Alfonso (1999) terem examinado caules
adultos com maior espessura de E. cerasiflora Mig. e E. uniflora, algumas
semelhancas podem ser identificadas comparativamente ao caule jovem de E.
pyriformis, tais como presenca de floema interno, raios de uma a trés fileiras de
células percorrendo o sistema vascular, inclusdes representadas por cristais
prismaticos, fibras e esclereides. Muitas destas, pela descricdo apresentada pelos
autores, sao equivalentes as células pétreas (braquiesclereides) relatadas nesta
investigacao.

Com base nas observacdes realizadas, os caracteres morfoanatdbmicos
devem ser considerados em conjunto para a identificagdo de E. pyriformis, com
especial énfase ao tipo de estbmato e a localizagdo dos mesmos nas superficies
epidérmicas foliares, a classificagdo do mesofilo, ao contorno da nervura central e ao

aspecto do feixe vascular no peciolo.
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4.2 ESTUDO FITOQUIMICO
4.2.1 Determinagéo do teor de cinzas e residuo sdélido da amostra vegetal

Os valores obtidos na determinacao de cinzas de folha e caule, bem com do
residuo solido dos extratos hidroalcodlico e aquoso estdo sumarizados na

TABELA 1.

TABELA 1. DETERMINACAO DE CINZAS E RESIDUO SOLIDO DE FOLHA E CAULE DE
Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE

PARAMETRO
Residuo solido
Cinzas totais : de extratos
AMOSTRA Hidroalcoolico Agquoso
(9%)

(9%) (9%)
FOLHA 6,88 6,82 6,60 17,50 5,00
Médi?/DESViO 6,77 + 0,147
padrdo
CAULE 2,81 2,89 2,76 3,50 2,00
Médi?/DeSViO 2,82 + 0,025
padrdo

4.2.2 Prospeccéo fitoquimica

Os resultados obtidos na prospeccéo fitoquimica para os extratos hidroalcodlico e
aquoso e fragcbes de folha e caule constam dos QUADROS 1 e 2.
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QUADRO 1. PROSPE~CCAO FI'[OQUiMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLOROFORMICA E DE ACETATO DE ETILA,
PROVENIENTES DE FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE

] EXTRATO FRACOES
GRUPOS QUIMICOS i _ _
HIDROALCOOLICO | Hexanica | Cloroférmica Acetﬂo de
etila

Alcaloides - - = -
Glicps_ldeos + ; + +
flavbnicos
Cumarinas - = - -
Antraquinonas - - - -
Esteroides/
Triterpenoides B + w -
Desoxiagucares - - + -
Lactonas

= + + =
pentaciclicas

QUADRO 2. PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO
AQUOSO DE FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis
CAMBESS., MYRTACEAE

GRUPOS QUIMICOS EXTRATO AQUOSO

Glicosideos antocianicos -

Saponinas +

Glicosideos cianogénicos =

Taninos +

Acidos fixos +

Acidos volateis -

A prospeccao fitoquimica revela a presenca de glicosideos flavonicos e
esteroides e/ou triterpenoides particularmente no extrato hidroalcodlico de folha,
enquanto que saponinas, taninos e acidos fixos sdo detectados no extrato aquoso,
tanto de folha como de caule de E. pyriformis. Em comparagdo com 0S poucos
estudos publicados para o género, resultados parcialmente concordantes foram
apresentados para E. uniflora por Fiuza et al. (2008), autores que verificaram a
ocorréncia de antraquinonas, em adicdo aos compostos quimicos anteriormente
citados. Em E. dysenterica, Couto et al. (2009) confirmaram a presenca de

glicosideos flavénicos, terpenoides e saponinas.
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4.2.3 ldentificacdo de componentes quimicos do 6leo essencial

Apbs o processo de hidrodestilagédo, o teor do 6leo essencial foi de 0,35 mL
em 100g de folha dessecada, sendo que o cromatograma da FIGURA 31 representa
a andlise do 6leo por CG-EM. Alguns componentes foram identificados pelo

programa computacional Biblioteca NIST e constam da TABELA 2.
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FIGURA 31. CROMATOGRAMA ANALISADO POR CG-EM DO OLEO ESSENCIAL
DE FOLHA DE Eugenia pyriformis, CAMBESS., MYRTACEAE
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TABELA 2. COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHA DE
Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE

TEMPO DE COMPOSTO FORMULA
RETENCAO QuUiMICO
(min)
6,145 1,4-cicloexadieno-1-metil-4-(1- CoHie
meti-etil)
6,411 o-cimeno CioH14
6,622 1,8-cineol C1oH150
7,833 linalol C1oH150
9,497 terpinen-4-ol C1oH150
13,377 2-careno CoHis
14,470 terpinoleno CoHie
14,531 di-t-butilacetileno CioH1s
14,938 p-benzoquinona-2,6-di-tert-butil C1402H>
16,703 retinal CyoH250
16,886 ni CisH220
18,414 m-metoxifenil-éter Ci3H1,02
18,656 ni Ci13H240
19,083 ni CisH240

Nota:ni - ndo identificado

As substancias encontradas no 6leo essencial podem variar de acordo com o
ambiente, com o local de coleta e com o clima (FIGUEIREDO et al., 2008;
STEFANELLO et al.,, 2009) A maioria dos compostos encontrados sao derivados
terpénicos, como 0os monoterpenos oxigenados 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol, e
alguns sesquiterpenos, caracterizados pelo pico de retencdo, porém nao
identificados.

Em estudos realizados no Oleo essencial de folha de E. uniflora por
Ogunwande et al. (2005) também foram observados monoterpenos e
sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram curzereno, selina-1,3,7-11-trien-8-
ona, atractilona e furanodieno. Em menor quantidade foi detectado terpinoleno, que
também esta presente na espécie desta analise.

No Oleo essencial de folhas de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. foram
encontrados em grande quantidade monoterpenos oxigenados e em menor
guantidade sesquiterpenos oxigenados, dentre os quais o B-cariofileno e o a-cadinol,
gue também foram observados em E. pyriformis por Apel et al. (2004). Comparando-
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se com o presente estudo, componentes semelhantes aos de E. pyriformis, como o
1,8-cineol, o linalol, o terpinen-4-ol, foram observados em E. punicifolia, na qual o
linalol predominou.

Em estudo comparativo da constituicdo quimica do 6leo essencial de folhas
de E. beaurepaireana e de E. pyriformis realizado por Apel et al. (2004) demonstrou-
se que as duas espécies possuem composicdo qualitativamente similar, sendo os
constituintes majoritarios representados por a-cadinol, 6-cadineno e B-cariofileno, os
guais nao sao observados nesta investigacao.

Comparando-se com outra analise do 6leo essencial de folhas de E.
pyriformis por Stefanello et al. (2009), observam-se alguns compostos semelhantes
como 1,8-cineol e terpinen-4-ol.

Para melhor elucidacdo dos componentes do O6leo essencial serdo
necessarios métodos de extragdo com solventes diferentes (etanol, hexano,
cloroférmio) e outros de identificacdo, como por exemplo de ressonancia magnética
nuclear (RMN), para demonstrar com exatiddo a constituicdo qualitativa e

guantitativa do mesmo.

4.2.4 Isolamento e identificacdo de compostos quimicos

Foram isolados cinco compostos das folhas de E. pyriformis: trés da fracao
metandlica do extrato acetdnico bruto denominados de LA4D, LA16E e LAL8A, e
dois da fracdo acetdnica que foram designados de LAGA e LAT7A. Destes, apenas
trés foram obtidos em quantidades suficientes para identificacdo: LA4D, LAGA e
LA7A. No caule, foram encontrados os mesmos compostos que na folha, mas em
guantidades insignificantes.

O composto denominado de LA4D (522 mg) tem aspecto de p6 branco e
apresenta espectro de absorgcéo no IV conforme a FIGURA 32.

No espectro de IV, na regidio de 2947 cm™ a 2853 cm™, ha deformac6es axiais
que caracterizam grupamentos aliciclicos C-H. A regidio de 1464 a 1360 cm™ é
correspondente a grupamentos aliciclicos de C-H. Nas regides de 1030 cm™ e de
989 cm™ podem ser observadas deformacdes angulares que correspondem aos
grupamentos O-H e C-H, respectivamente (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
1994).
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FIGURA 32. ESPECTRO DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LA4D OBTIDO
DA FRACAO METANOLICA DO EXTRATO ACETONICO BRUTO DE FOLHA DE Eugenia
pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE
O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 33-35) apresentou uma grande
guantidade de sinais na regido de 0-2 & dentre eles, varios singletos na regido de
0,79 a 1,6 6, que é caracteristico dos triterpenoides, referente aos hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos presentes em sua estrutura. Em & 3,23 foi
observada a presenca de um duplo dubleto, correspondente ao H-3, que geralmente
€ observado em triterpenos do tipo 3-OH. Em & 5,12 e 5,18, observaram-se dois
tripletos caracteristicos de olefinas, correspondentes aos H-12 e H-13,
respectivamente (MAHATO; KUNDU, 1994; NAGASAMPAGI, 2004).
O espectro de RMN-“C (FIGURAS 36-38) apresentou sinais em & 79,0
atribuidos ao carbono carbindlico C-3. Na regido de olefinas foram observados sinais
em O 145,2 e & 121,7, correspondentes aos C-13 e C-12, respectivamente. Dois

sinais caracterizam a 3-amirina (1a), diferenciando-a da a-amirina (1b), uma vez que
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nesta Ultima estes sinais olefinicos s@o verificados em torno de & 139,0 (C-13) e
124,0 (C-12). Os compostos a-amirina e B-amirina normalmente aparecem juntas
como uma mistura. Neste estudo foi possivel isolar B-amirina como componente
majoritario, pois 0s sinais predominates correspondem a mesma, sendo que aparece
apenas um pequeno sinal da a-amirina. Os valores correspondentes aos carbonos
da B-amirina, obtida da fracdo metandlica do extrato acetdbnico bruto podem ser
observados na TABELA 3 (MAHATO; KUNDU, 1994; NAGASAMPAGI, 2004).
Embora seja uma substancia bastante conhecida e comumente encontrada
em plantas, ndo ha relatos na literatura sobre a presenca da B-amirina nesta

espécie.

| VT

' '

"

" ¢—— QG-aminna

16 28 %

FIGURA 33. PERFIL CROMATOGRAFICO DO COMPOSTO LA4D ISOLADO DA
FRACAO METANOLICA PROVENIENTE DO EXTRATO ACETONICO BRUTO DE
FOLHA DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE. FASE MOVEL: PetOAc 8:2.



TABELA 3. DADOS DO ESPECTRO DE RVMN-®C E DEPT DE LA4D EM
COMPARACAO COM DADOS DA LITERATURA PARA A B-AMIRINA

CARBONO LA4D? DEPT? B-amirina” B-amirina®
1 38,6 CH, 38,7 38,5
2 26,9 CH, 27,3 27,0
3 79,0 CH 79,0 78,9
4 38,8 Cqg 38,8 38,7
5 55,2 CH 55,3 55,1
6 18,4 CH, 18,5 18,3
7 32,6 CH, 32,8 32,7
8 39,8 Cq 38,8 39,7
9 47,6 CH 47,7 47,6
10 36,9 Cqg 36,6 37,0
11 23,5 CH, 23,6 23,4
12 121,7 CH 121,8 121,7
13 145,2 Cq 145,1 145,0
14 41,7 Cq 41,8 41,7
15 26,1 CH, 26,2 26,2
16 27,2 CH, 27,0 27,3
17 31,1 Cq 32,5 32,5
18 47,2 CH 47,4 47,2
19 46,8 CH, 46,9 46,8
20 29,7 Cq 31,1 31,1
21 34,7 CH, 34,8 34,8
22 37,1 CH, 37,2 37,2
23 28,4 CH3 28,2 28,3
24 15,5 CHs 15,5 154
25 15,6 CH3 15,6 15,5
26 16,8 CHs 16,9 16,8
27 26,0 CH3 26,0 26,0
28 28,1 CH; 28,4 28,8
29 33,3 CH3 33,3 33,2
30 23,7 CH3 27,3 23,6

a-Dados experimentais (52 MHz, CDCl3)
b-MAHATO; KUNDU, 1994 (50 MHz, CDCly)

c-NAGASAMPAGI, 2004 (dados n&o informados)
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Alguns estudos utilizando a a-amirina e B-amirina, obtidas da fragdo hexano-

acetato de etila, jA& comprovaram atividade anti-inflamatéria tdpica, antitumoral,
ansiolitica e antidepressiva (OTUKI et al., 2005; ARAGAO et al., 2007; MEDEIROS

et al. ,2007).

la-R=R2= CH3=, R1=H (a-amirina)
1b-R=R1= CHs;=, R2=H (B-amirina)
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Os espectros de absorcdo no IV dos compostos LAGA (307,8 mg) e LA7A
(193,3 mg) constam das FIGURAS 33 e 34, respectivamente.

No espectro no IV, do composto LABA, na regido de 2953 a 2900 cm™ foi
possivel observar bandas relativas aos grupamentos C-H, C-H; e C-Hs, de cadeias
alifaticas. A regido 1737 a 1700 cm™ apresenta estiramentos indicativos de carbonila
(C=0), a regido de 1620 a 1500 cm™* apresenta bandas relativas aos grupamentos
C=C. A regido de 1223 a 1161 cm™ é indicativa de grupamentos C=0 e C-O,
sugerindo presenca de carbonila de éster. A regido de 670 cm™ sugere deformacéo
angular fora do plano de N-H (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).
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FIGURA 41. ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LAGA
OBTIDO DA FRACAO ACETONICA DO EXTRATO ACETONICO BRUTO DE FOLHA DE
Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE
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O espectro de IV da substancia LA7A se assemelha ao do composto anterior.
Na regido de 2920 a 2848 cm™, podem ser observadas deformacdes axiais que
indicam grupamentos C-H, C-H, e C-Hs A regido de 1736 a 1705 cm™ apresenta
deformacgdes axiais indicativas de C=0, de cadeias alifaticas. A regido de 1500 a
1460 cm™ demonstra CH, A regido de 1222 a 1160 cm™ é caracteristica de
grupamentos C=0 e C-O, sugerindo presenca de carbonila de éster (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1994).
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FIGURA 42. ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LA7A OBTIDO
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TABELA 4. DADOS DO ESPECTRO DE RMN-'*C E DEPT DE LA6A E LA7A
EM COMPARACAO COM DADOS DA LITERATURA PARA FEOFITINAa E b

CARBONO LABA? LABA? Feofitina a”® | LA7A? LA7A® [ Feofitina b®
DEPT DEPT
1 142,8 Cq 142,9 142,5 Cq 143,5
2 132,3 Cq 131,8 132,3 Cq 132,3
2" 12,1 CHs 12,1 12,0 CHs 12,1
3 136,8 Cq 136,5 137,2 Cq 137,5
3" 128,9 CH 129,0 128,6 CH 128,6
3° 123,1 CH; 122,8 123,6 CH> 123,3
4 138,0 Cq 136,2 137,2 Cq 136,9
5 97,5 CH 97,3 101,4 CH 101,5
6 150,3 Cq 155,5 150,8 Cq 151,0
7 132,2 Cq 136,1 132,5 Cq 132,5
7" 11,2 CHz 11,2 187,5 CHO 187,1
8 160,3 Cq 145,2 158,8 Cq 158,8
8" 17,3 CH, 19,7 18,9 CH, 18,5
8° 16,3 CHs 16,3 19,4 CHs 19,5
9 144.,9 Cq 151,0 146,6 Cq 146,8
10 104,5 CH 104,4 106,8 CH 106,5
11 135,6 Cq 137,9 137,9 Cq 137,9
12 132,3 Cq 129,1 132,2 Cq 132,2
12° 12,2 CHs 12,2 12,2 CHs 11,9
13 129,0 Cq 129,0 129,7 Cq 129,7
13" 189,5 Cq 189,6 189,6 Cq 189,6
13° 64,7 CH 64,7 64,5 CH 64,7
13° 169,4 Cq 173,0 169,2 Cq 169,5
13° 52,9 CHs 53,0 53,0 CHs 53,0
14 150,3 Cq 150,0 150,8 Cq 150,8
15 105,8 Cq 105,2 105,0 Cq 105,1
16 162,4 Cq 161,3 164,2 Cq 164,0
17 51,3 CH 51,1 51,3 CH 51,5
17" 31,2 CH> 29,8 31,9 CH> 31,3
17° 29,7 CH, 31,2 29,7 CH; 29,8
17° 173,0 Cq 172,0 174,0 Cq 174,0
18 50,2 CH 50,1 50,1 CH 50,0
18" 22,6 CHs 22,7 22,6 CHs 23,1
19 172,7 Cq 170,0 172,8 Cq 173,0
20 94,1 CH 93,1 93,5 CH 93,1
*F1 61,5 CH; 61,5 61,5 CH> 61,0
F2 117,7 CH 117,8 117,6 CH 117,8
F3 1423 CH 142.8 143,6 CH 142.8
F3" 16,3 CHs 16,3 16,3 CHs 16,3
F4 39,8 CH; 39,8 39,8 CH> 39,8
F5 24,9 CH> 25,0 24,9 CH> 25,0
F6 36,6 CH; 36,6 36,6 CH> 36,6
F7 32,7 CH 32,8 32,7 CH 32,8
F7" 19,6 CHs 19,6 19,6 CHs 19,6
F8 24,4 CH> 37,4 37,2 CH> 37,4
F9 37,3 CH> 24,4 24,4 CH> 24,4
F10 37,3 CH> 37,3 37,2 CH> 37,3
F11 32,6 CH 32,6 32,6 CH 32,6
F11' 19,5 CHz 19,7 19,3 CHz 19,7
F12 39,3 CH> 24.8 39,3 CH> 24,8
F13 24,7 CH> 37,3 24,7 CH> 37,3
F14 29,7 CH> 39,4 29,7 CH> 39,4
F15 27,9 CH 27,9 27,9 CH 27,9
F15" 28,0 CHs 22,7 26,6 CHs 22,7
F16 23,1 CH3; 22,6 22,7 CH3; 22,6

a-Dados experimentais (50 MHz, CDCl;)- Dep. de Quimica UFPR.

b- SCHWIKKARD et al., 1998 (125 MHz)

c- SOUZA, 2009 (125 MHz)
* F=referente aos carbonos da cadeia fitilica
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TABELA 5. DADOS DO ESPECTRO DE RMN-'H DE LA6A COMPARAGAO
COM DADOS DA LITERATURA PARA FEOFITINA a

H LABA? LABA™ Feofitina a"°
H-10 9,61 (s) 9,50 (s) 9,50 (s)
H-5 9,45 (s) 9,34 (s) 9,36 (s)
H-20 8,67 (s) 8,55 () 8,55 ()
H-3" 7,97 (dd) 7,96 (dd) 7,98 (dd)
(J=17,8 Hz e 11,6 Hz) (J=15,19 Hz e 11,39 Hz)
H-37 6,31 (dd) (J=14,4Hz e 6,30 (dd) 6,28 (dd) (15,19 Hz e 2,29 Hz)
2 Hz) (3=12,0 HZ)
H-13° 6,24 (d) 6,26 6,26 (s)
H-3° 6,17 (dd) (J=10 Hz) 6,18 (dd) 6,17 (dd) (11,39 Hz e 2,28 Hz)
(3=12,0 HZ)
F2 5,13 511 5,10
F1 4,36 4,00 4,00
H-18 4,49 (1) 4,49 (t) 4,45 (m)
H-17 3,89 (s) 3,88 (s) 4,20 (m)
H-13" 3,83(s) 3,81 (s) 3,88 (s)
H-12" 3,68 (s) 3,65 (s) 3,66 (s)
H-2" 3,41 (d) 3,39 3,39
H-7" 3,22 (s) 3,21 (s) 3,21 (s)
H-18" 1,82 (d) (J= 6,0 Hz) 1,81 (d) (J=9,0 Hz) 1,80 (d) (7,59 Hz)
H-8° 1,68 (t) 1,79 (t) 1,68 (t)
F6 0,86 (d) (J=6,6 Hz) 0,87 (J=3,0 Hz) 0,85
F12 0,85 0,86 0,85
F15" 0,83 0,83 0,80
F16 0,75 0,78 0,79
F11 0,72 0,66 0,76

a-Dados experimentais (200 MHz, CDCls)- Dep. de Quimica UFPR.

a'-Dados experimentais (300 MHz, CDClg)- Dipartimento di Scienze Chimiche, Alimentari, Farmaceutiche e
Farmacologiche (Novara)-Italia
b- SCHWIKKARD et al., 1998 (125 MHz)
c- SOUZA, 2009 (125 MHz)
* F=referente aos carbonos da cadeia fitilica

TABELA 6. DADOS DO ESPECTRO DE RMN-'H DE LA7A COMPARAGCAO COM
DADOS DA LITERATURA PARA FEOFITINA b

H LA7A? LA7AM Feofitina b”°
H-7" 11,01 (s) 11,09 (s) 11,07 (s)
H-5 10,23 (s) 10,33 (s) 10,28 (s)
H-10 9,50 (s) 9,53 (s) 9,57 (s)
H-20 8,55 (s) 8,55 (s) 8,55 (s)
H-3" 7,97 (dd) (J=6,00 Hz | 7,97 (dd) (J=6,00 Hz) | 7,98 (dd) (J=15,19 Hz e 11,39 Hz)
e 10,00 Hz)
H-3° 6,30 (dd) (J=16,00 6,55 (dd) 6,35 (dd) (J=15,19 Hz)
Hz)
H-3° 6,25(dd) (J=12,00 Hz 6,20(dd) 6,20(dd) (J=11,39 e 2,28 Hz)
e 10 Hz)
H-137 6,19 (dd) 6,11 (dd) 6,20 (dd)
F2 4,52 (t) 5,14 (t) 4,00 (t)
H-18 4,49 (m) 4,57 (m) 4,45 (m)
H-17 4,36 (m) 4,00 (m) 4,15 (m)
H-13" 3,92 (s) 3,91 (s) 3,88 (s)
H-12" 3,64 (s) (J=4,00 Hz) 3,40 (s) (J=6,00 Hz) 3,66 (q) (J=8,35 Hz)
H-2" 3,37 (s) 3,21 (s) 3,39 (s)
H-18" 1,82 (s) 2,12 (s) 1,80 (s) (J=7,59 Hz)
H-8° 1,25 (s) 1,47 (s) 1,68 (t) (J=8,35 Hz)
F6 0,85 (m) 1,25 (m) 1,10 (m)
F12 0,82 (s) 0,87 (m) 0,85 (m)
F15" 0,81 (d) 0,86 (d) 0,85 (d)
F16 0,76 (d) 0,67 (d) 0,79 (d)
F11 0,73 (m) 0,50 (m) 0,76 (m)

a-Dados experimentais (200 MHz, CDCls)- Dep. de Quimica UFPR.

a'-Dados experimentais (300 MHz, CDCls)- Dipartimento di Scienze Chimiche, Alimentari, Farmaceutiche e

Farmacologiche (Novara)-Italia

b- SCHWIKKARD et al., 1998 (125 MHz)

c- SOUZA, 2009 (125 MHz)

* F=referente aos carbonos da cadeia fitilica



68

A andlise de RMN-H! foi feita em dois equipamentos com frequéncias
diferentes. Os valores de & foram avaliados em frequéncia de 200 MHz e em
frequéncia de 300 MHz. N&o foram observadas diferengas relevantes entre os dois
resultados, uma vez que os sinais ficaram muito proximos.

Os espectros de RMN-H* (FIGURAS 43, 44) de LABA apresentaram singletos
em & H 9,50, 9,34 e 8,55, os quais correspondem aos hidrogénios olefinicos H-10,
H-5 e H-20, caracteristicas atribuidas a compostos que contém cadeias porfirinicas.
Outros sinais caracteristicos de cadeias porfirinicas sao a presenca de duplo-dubleto
em 0 7,96 juntamente com outro dubleto em & 6,26 e duplo-dubleto em & 6,18, os
quais pertencem aos hidrogénios vinilicos do grupo vinila, inseridos na posicao 3 (H-
3! e H-3%), respectivamente. A presenca de singletos (FIGURA 45) em & H 3,65,
3,39 e 3,21, que se referem aos hidrogénios H-12', H-2' e H-7!, este Ultimo
corresponde ao R1 e todos sdo metilas olefinicas. (SCHWIKKARD; MULHOLLAND;
HUTCHINGS, 1998; HUANG et al., 2007).

As clorofilas sdo compostos capazes de realizar a fotossintese, derivados das
porfirinas e formados por quatro anéis pirrélicos (2) e um quinto anel isociclico, tendo
como atomo central o magnésio (Mg). Existem cerca de 10 clorofilas isoladas e
identificadas, sendo que as mais abundantes em ordem crescente séo: clorofila a,
clorofila b, que difere da primeira pela variacdo no anel pirrélico Il, clorofila ¢ (c1 e
c2), clorofila d, estas duas encontradas em algas e protoclorofila. A bacterioclorofila
€ encontrada em bactérias fotossintetizantes (DOLPHIN, 1978; SCHWARTZ,
LORENZO, 1990).

De acordo com Shioi et al. (2005), a degradacéo da clorofila ocorre sempre
gue as folhas mudam de cor, por meio de dois tipos de mecanismos: o tipo |, em que
se perdem o fitol, 0 Mg** e algumas cadeias laterais da molécula, e o tipo I, em que
ocorre a fragmentacéo oxidativa do anel tetrapirrélico. O Mg®* e o fitol sdo removidos
por duas enzimas que se chamam clorofilase e Mg-dequelatase, dando origem as
feofitinas e aos cloroforbideos. Estes sofrem acdo da segunda enzima citada e
originam os feoforbideos, sendo os dltimos catabdlitos intermediarios de coloragdo
verde na reacdo e também caracterizados pela presenca de acido propiénico no C-
17 (THOMAS; OUGHAM; HORTENSTEINER, 2001; MARQUEZ-LANFER, 2003).
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2

A diferenca entre compostos porfirinicos esta no R1 (3), em que se pode
observar presenca de metila (CHs) para clorofila a e derivados e presenca de CHO
para clorofila b e derivados. O valor de préton encontrado para esse radical foi & H
3,21, indicando que este pertence a um derivado a (SCHWIKKARD; MULHOLLAND;
HUTCHINGS, 1998; BORMANN, 2009).

A presenca de varios sinais na regido de metilas alifaticas de & H 0,87-0,66
(FIGURA 44), correspondentes a CH, CH; e CHgs, indica que a molécula possui um
derivado fitil (3), concluindo-se que se trata de uma feofitina a. A presenca de um
tripleto em & H 3,89, de um dubleto em & H 3,39 e de um singleto em & H 5,11, que
correspondem a H-17, H-F1 e H-F2, confirmam a presenca do derivado fitil.

O espectro de RMN de *C (FIGURAS 46, 49) e as expansdes (FIGURAS 47,
48, 50) apresentaram 55 sinais que correspondem a um composto derivado
porfirinico e 20 sinais que correspondem ao grupo fitil. Entre os sinais observados
estdo 6 C 104,5, 97,5 e 94,1 referentes aos carbonos C-10, C-5 e C-20 do esqueleto
carbdnico do nudcleo porfirinico. Verificou-se também a presenca de sinais que
correspondem aos carbonos vinilicos em & C 1290 e 123,1, C-13 e C-3%
respectivamente. Os sinais & C 12,2, 12,1 e 11,2 referem-se aos carbonos C-12*, C-
2' e C-7', indicativos de trés metilas. Sinais em & C 61,5 117,7 e 1423
correspondem aos carbonos do grupo fitil F1, F2 e F3.

O sinal de & C 189,5 representa a carbonila da cetona no carbono C-13*. Em
5 C 64,7 (C-13%), ocorre um carbono metinico ndo hidroxilado.

Os dados de RMN de *H e *3C constam das TABELAS 4 e 5.
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Os espectros de RMN-H' (FIGURAS 51, 52) de LA7A apresentam
caracteristicas de compostos que possuem nucleo porfirinico, com a presenca de
singletos em & H 10,33, 9,53 e 8,55, os quais correspondem aos hidrogénios
olefinicos H-5, H-10 e H-20. Outros sinais caracteristicos de cadeias porfirinicas séo
a presenca de duplo-dubleto em 7,97 juntamente com outro duplo-dubleto em 6,55 e
um duplo-dubleto em 6,20, os quais pertencem aos hidrogénios vinilicos do grupo
vinila, inseridos na posicdo 3 (H-3, H-3% e H-3%), respectivamente, e trés singletos
em & H 3,40 e 3,21 que se referem aos hidrogénios H-12*, H-2*, que correspondem
a metilas olefinicas.

Caracteristicas de derivados porfirinicos do tipo b demonstram auséncia de
metila em H-7', onde aparece um sinal em aproximadamente & H 11,0, que é o
hidrogénio pertencente ao grupo aldeido (FIGURA 53). Devido a essa caracteristica
foi possivel comparar os dois compostos e diferencid-los quanto a a e b (RISCH,;
BROCKMANN, 1983; SCHWIKKARD; MULHOLLAND; HUTCHINGS, 1998).

Em & H 5,14, pode-se observar um tripleto e no sinal & H 6,11 um duplo-
dubleto pertencente ao & H- 132 respectivamente, caracterizam derivados
porfirinicos.

O espectro de RMN- *C (FIGURAS 54, 56) e as expansdes (FIGURAS 54,
55, 57, 58) apresentaram 55 sinais, entre os quais & C 106,8, 101,4 e 93,5 que
dizem respeito aos carbonos C-10, C-5 e C-20 do esqueleto carbdnico do nucleo
porfirinico. Verificou-se também a presenca de sinais que correspondem aos
carbonos vinilicos em & C 128,6 e 123,6, C-3' e C-3? respectivamente. Os sinais &
C 12,4, 12,1 referem-se aos carbonos C-12', C-21, e & C 187,5, referente ao C-7%,
pertencente ao grupo aldeido, caracteriza um composto do tipo b (RISCH;
BROCKMANN, 1983; SCHWIKKARD; MULHOLLAND; HUTCHINGS, 1998; HUANG
et al., 2007).



79

R1=CHs; Fedfitina a Substituinte Fitil
R1=CHO Feofitinab

Os compostos LAGA e LA7A representam uma mistura, porém, de acordo
com os espectros foi possivel observar a predominancia de sinais em ambos, como
em LAGA predominam os sinais de feofitina a e no composto LA7A, predominam
sinais de compostos de feofitina b.

As clorofilas, por serem pigmentos fotossintéticos, séo utilizadas na
alimentacdo como corantes e também como antioxidante. Na industria farmacéutica
elas aparecem fazendo parte de cosméticos, produtos de higiene e limpeza (MA,;
DOLPHIN, 1999; SHOEFS, 2002).

Os dados de RMN de *H e *3C constam das TABELAS 4 e 6.
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FIGURA 56. EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE **C (50 MHz, CDCl;) NA REGIAO DE & 10-70 ppm DE LA7A
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FIGURA 57. ESPECTRO DE RMN DE **C DE DEPT 135 (50 MHz, CDCl;) DE LA7A
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4.2.5 Atividade antioxidante pela reducéo do radical DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante das amostras testadas (extrato
etanolico bruto e fracdes) de folha e caule, foi calculada a porcentagem de inibicéo
do DPPH e, por regressao linear, foi possivel determinar a ICso (TABELA 7), ou seja,
a concentracdo da amostra que reduz 50% da concentracdo inicial de DPPH. A
vitamina C e a rutina foram utilizadas como padrdes (GRAFICOS 1-5).

TABELA 7. DETERMINAGCAO DE ICs, E CLASSIFICACAO DE TUKEY PARA
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO DPPH DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS RESPECTIVAS FRAGOES HEXANICA,
CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES
DE FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE

PADRAO ICs (Mg) * DP TESTE DE TUKEY

Vitamina C 4,36 + 0,13 al
Rutina 6,69 £ 0,30 al

AMOSTRA
FOLHA
Extrato bruto 8,83+ 0,24 al
Fracdo hexanica 212,53 + 62,68 a4
Fracao cloroférmica 13,21 + 0,11 al
Fracdo de acetato de etila 4,86 + 0,02 al
Fracao hidroalcodlica 9,75+0,2 al
CAULE
Extrato bruto 9,22 + 0,55 al
Fracdo hexéanica 63,88 + 0,31 a2
Fracao cloroférmica 13,97 + 0,02 al
Fracdo de acetato de etila 65,89 + 4,34 a2
Fracao hidroalcodlica 156,73 + 5,83 a3

Amostras classificadas no mesmo grupo nédo diferem estatisticamente, ICso= concentrag&o inibitoria

média, DP= desvio-padrao



GRAFICO 1. CURVA PADRAO DA VITAMINA C PELA REDUGAO DO DPPH
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GRAFICO 2. CURVA PADRAO DA RUTINA PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 3. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DE ACETATO DE
ETILA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Eugenia pyriformis
CAMBESS., MYRTACEAE PELA REDUGAO DO DPPH
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GRAFICO 4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO DPPH
DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS RESPECTIVAS FRAGCOES HEXANICA,
CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE
FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE, EM RELAGAO A
VITAMINA C E A RUTINA
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Observando a andlise estatistica dos dados (GRAFICO 4), verificou-se que o
extrato etandlico bruto e as fragBes cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica
de folha e o extrato etandlico bruto e a fracdo cloroférmica de caule tém atividade
antioxidante similar aos padrbes (vitamina C e rutina), pois ndo ha diferenca
estatistica significante entre essas amostras. A fracdo de acetato de etila apresenta
valor mais proximo de ICso (4,86 + 0,02) ao dos padrbes, possuindo atividade
antioxidante maior com relacdo as demais amostras. Ja a fracao hexanica de folha
possui um valor bem superior de ICsp, do mesmo modo que as fragcdes hexanica, de
acetato de etila e hidroalcodlica de caule, indicando que sdo menos ativas do que 0s
padrbes analisados e as demais amostras, pois é preciso uma quantidade maior
dessas amostras para reduzir 50% da concentracéo inicial de DPPH.

Pesquisas da atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das fracdes
de folha e caule de Eugenia brasiliensis, E. beaurepaireana e E. umbelliflora
utiizando os métodos de DPPH, potencial redutor e potencial inibidor da
peroxidacéo lipidica demonstraram que as duas primeiras espécies tiveram atividade
antioxidante em ambos os métodos em relacdo a ultima, no extrato bruto e nas
frac6es de folha e caule, porém observou-se maior atividade nas fracdes de folha
(MAGINA et al.,, 2010). Com relacdo a flavonoides e compostos fendlicos nas
espécies, correlacionando a presenca desses compostos com a possivel atividade
antioxidante das mesmas, foi observado que em E. beaurepaireana e E. brasiliensis
a concentracao de flavonoides € maior na fracdo de acetato de etila de folhas e que
o conteudo de compostos fendlicos € maior no extrato bruto de caule. Porém,
fracionando-se o extrato bruto de folha, obteve-se na fracdo de acetato de etila
maior concentracdo de compostos fendlicos. Na espécie E. umbelliflora foram vistos
flavonoides em menor quantidade na fragdo butandlica e no extrato bruto de folha, e
também na fracdo butandlica foi observada maior presenca de compostos fendlicos,
a qual mostrou uma polaridade maior em relagdo as das outras espécies.

No teste de atividade antioxidante realizado com o DPPH, a espécie E.
brasiliensis apresentou maior atividade na fracdo butandlica de folha e na de acetato
de etila de caule. A espécie E. beaurepaireana revelou maior atividade na fracdo de
acetato de etila de folha e E. umbelliflora teve maior atividade na fracdo butandlica
de folha. Comparando-se com E. pyriformis, também testada pelo método de DPPH,
esta também apresentou maior atividade antioxidante nas amostras de folha, em

especial na fracdo de acetato de etila, assim como E. beaurepaireana. De acordo
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com os resultados observados, a atividade antioxidante se concentra em fracdes de
maior polaridade, porém aparece também em fracBes de polaridades diferentes, o
que aconteceu também no estudo feito por Magina et al. (2010).

Extratos etandlicos de folha de E. jambolana Lam. e E. uniflora foram
estudados por Santos et al. (2010), que avaliaram a atividade antioxidante frente ao
DPPH. A espécie E. jambolana apresentou alta atividade comparada com E.
uniflora, devido a presenca de compostos fendlicos. Notando-se os resultados
obtidos com o extrato etandlico bruto de E. pyriformis, pode-se observar que este
também possui alta atividade antioxidante.

Folhas de Eugenia pollicina J. Guého & A.J. Scott foram testadas para
avaliacdo da capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), que é um
derivado da vitamina E, porém € um composto sollivel em agua. Foram testadas
frente a capacidade redutora de cloreto férrico, no ensaio de peroxidacéo lipidica,
em doseamento de cobre-fenantrolina e na avaliacdo da atividade antioxidante em
emulsGes Oleo-agua. Os melhores resultados foram obtidos no TEAC e na
capacidade redutora de cloreto férrico. No terceiro teste de cobre-fenantrolina a
atividade foi baixa e nos demais também apresentou atividade antioxidante,
podendo ser considerada uma espécie com atividade antioxidante importante
(RAMFUL et al., 2010).

Frutos de sete espécies foram avaliados com relacéo a atividade antioxidante
pelo DPPH, acerola (Malpighia emarginata DC.), acai (Euterpe oleracea Mart.), caju
(Anacardium occidentale L.), murici (Byrsonima crassifolia L. Kunth), uvaia (E.
pyriformis), mangaba (Hancornia speciosa Gomes) e umbu (Spondias tuberosa
Arruda). Os frutos de E. pyriformis mostraram atividade antioxidante baixa
comparada com a vitamina C e as outras plantas estudadas (RUFINO et al., 2009).
Em outro estudo realizado com o 6leo essencial dos frutos de E. pyriformis, a

atividade antioxidante observada foi insignificante (STIEVEN et al., 2009).

4.2.6 Atividade antioxidante pela reducéo do complexo fosfomolibdénio

A atividade antioxidante de cada amostra (extrato etanodlico bruto e fracGes
hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica) e da rutina foi calculada
em relacdo a vitamina C, cuja atividade foi considerada 100%. Os resultados
encontrados s&o mostrados na TABELA 8 e no GRAFICO 5.



TABELA 8. AVALIACAO DA

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO

COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis

CAMBESS., MYRTACEAE, EM R

ELACAO A VITAMINA C E A RUTINA

AMOSTRA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM RELACAO A
VITAMINA C (%)
Rutina 28,25
FOLHA CAULE

Extrato bruto 29,31 34,15
Fracédo hexanica 19,58 12,08
Fracao cloroférmica 16,00 24,00
Fracao de acetato de etila 37,05 13,25
Fracdo hidroalcodlica 19,93 11,06

GRAFICO 5. AVALIACAO

DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO

COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRAGCOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE
ETILA E HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE FOLHA E CAULE DE Eugenia
pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE, E DA RUTINA COMPARADA A VITAMINA C
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Das fragcOes testadas, pode-se concluir que todas apresentam atividade
antioxidante por reducdo do complexo do fosfomolibdénio. Considerando as

atividades da rutina e da vitamina C como referéncias, as fracdes analisadas néo



95

mostraram diferencas significativas (GRAFICO 5), concluindo-se que as amostras
sdo menos ativas, com excecao do extrato etandlico bruto de folha e caule, e da
fracdo de acetato de etila de folha, que tém atividade um pouco superior a da rutina.

Observando-se os resultados positivos em ambos os testes, pode-se
considerar que E. pyriformis demonstrou atividade relevante nas amostras de folha e
caule, sendo considerada eficiente sequestradora de radicais livres, podendo ser
benéfica na prevencéo e formagdo dos mesmos. Posteriormente poderdo ser feitos
novos testes, 0os quais nao foram realizados neste trabalho e foram citados nesta
discussado, para acrescentar dados a espécie e também realiza-los in vivo para

confirmagédo dos dados.

4.3 ESTUDO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.3.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) das amostras testadas
(extrato etandlico bruto e fracdes) de folha e caule foi realizada de acordo com a
presenca de coloragdo vermelha. De acordo com Holetz et al. (2002), resultados
acima de 1000 upg/mL para extratos vegetais indicam que ndo ha inibigdo do
crescimento bacteriano, enquanto que resultados entre 1000-500 pg/mL indicam
atividade fraca. Resultados entre 100-500 pg/mL revelam atividade moderada e
abaixo de 100ug/mL considera-se uma boa atividade antibacteriana.

Neste teste, foi avaliada também a atividade antimicrobiana do extrato
acetonico bruto e de dois compostos isolados: LA4D e LAGA. Os resultados podem

ser observados nas TABELAS 9 e 10.



TABELA 9. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELA DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis
CAMBESS., MYRTACEAE, FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa E Enterococcus faecalis

AMOSTRA

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (ug/mL)

Staphylococcus Escherichia Pseudomonas | Enterococcus
aureus coli aeruginosa faecalis

FOLHA
Extrato etanodlico 78 625 1250 2500
bruto
Fracdo hexanica >200 >200 >200 >200
Fracao >200 >200 >200 >200
cloroférmica
Fracéo de 50 >200 >200 100
acetato de etila
Fracao 100 >200 >200 200
hidroalcodlica
CAULE
Extrato etanodlico 156 625 2500 312
bruto
Fracdo hexanica >200 >200 >200 >200
Fracao >200 >200 >200 >200
cloroférmica
Fracao de >200 >200 >200 >200
acetato de etila
Fracao >200 >200 >200 >200

hidroalcodlica

TABELA 10. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELA DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO EXTRATO ACETONICO BRUTO E
DOS COMPOSTOS ISOLADOS LA4D E LAG6A, OBTIDOS DE FOLHA E CAULE DE
Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE, FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa E Enterococcus faecalis

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (Jg/mL)

AMOSTRA Staphylococcus Escherichia Pseudomonas | Enterococcus

aureus coli aeruginosa faecalis
FOLHA
Extrato 50 >200 >200 100
acetonico
bruto
LA4D >200 >200 >200 >200
LABA >200 >200 >200 >200
CAULE
Extrato 50 >200 200 100
acetonico
bruto

96



97

Foi comprovado em estudos anteriores que a técnica de microdiluicdo, com
microplacas de Elisa, possui 30 vezes mais sensibilidade, podendo ser utilizadas
pequenas quantidades de amostra e com maior reprodutibilidade (ELOFF, 1998).

Analisando os resultados, pode-se observar que o extrato etandlico bruto de
folna apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, possuindo boa atividade inibitoria contra o primeiro e fraca contra o
segundo, entretanto ndo posssuindo atividade contra Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis. As fracdes de acetato de etila e hidroalcodlica de folha
apresentam boa atividade antimicrobiana frente aos microrganismos S. aureus e E.
faecalis. Na fracdo de acetato de etila de folha foi observada uma maior inibicao
contra S. aureus. O extrato etandlico bruto de caule apresenta inibicdo contra S.
aureus, E. coli e E. faecalis e ndo apresenta atividade contra P. aeruginosa. As
fracGes do caule ndo apresentam atividade inibitéria maior.

Com relacdo ao extrato acetbnico bruto de folha, foi verificada atividade
contra P. aeruginosa e E. faecalis, sendo que os compostos isolados LA4D e LAGA
ndo apresentam atividade inibitéria. O extrato acetbnico de caule também mostra
atividade inibitéria para os mesmos microrganismos que o extrato acetdnico bruto de
folha.

Trés espécies de Eugenia foram estudadas por Benfatti et al. (2010),
avaliando sua atividade sobre micoplasma, que sdo microrganismos causadores de
uretrites e doencas sexualmente transmissiveis. Foi verificado que todos os extratos
etanolicos das espécies E. beaurepaireana (Kiaerskou) Legrand, E. brasiliensis Lam.
e E. umbelliflora O. Berg possuem atividade antimicrobiana, mesmo em pequenas
concentragbes, contra as cepas Mycoplasma hominis, M. arginini e Ureaplasma
urealyticum.

Folhas de E. uniflora foram testadas quanto a atividade antimicrobiana,
apresentando resultados satisfatorios frente aos microrganismos S. aureus,
Salmonella choleraesuis, P. aeruginosa e Candida albicans, com maiores niveis de
atividade antimicrobiana frente as duas primeiras bactérias (AURICCHIO et al.,
2007).

Avaliagdo antibacteriana foi realizada em extrato etandlico de folha de
Eugenia obtusifolia Cambess., sendo que este apresentou atividade relevante contra
E. coli (BUSSMANN et al., 2010). Comparando-se com o presente estudo, em E.
pyriformis também foi observada atividade contra E. coli.
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Estudo realizado com extrato etandlico bruto e fracdes de folha de E. uniflora
(FIUZA et al., 2009) frente a cepas de P. aeruginosa demonstrou sua maior atividade
de inibicdo, sendo que todas as cepas foram inibidas pelo extrato etandlico bruto e
pela fragdo de acetato de etila. A fracdo cloroférmica demonstrou uma atividade
menor e a hexanica nao revelou efeito. Em discordancia, E. pyriformis né&o
apresentou atividade inibitéria contra essa cepa nesta investigacdo, mostrando
resultados irrelevantes.

Em estudo realizado por Stieven et al. (2009), avaliando a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de fruto de E. pyriformis, este demonstrou ser ativo
contra as bactérias patogénicas E. faecalis, E. coli e S. aureus, incentivando o uso
em produtos alimenticios ao aumentar seu tempo de prateleira.

Devido a grande resisténcia aos antibioticos existentes, a busca por novos
compostos de origem vegetal estd aumentando. O Brasil, sendo um pais com rica
diversidade de ecossistemas e com inimeras plantas de uso popular, € alvo de
muitos desses estudos. Isso demonstra a necessidade da descoberta de principios
ativos de plantas, guiados pela medicina popular, mas que devem ter seus efeitos
cientificamente comprovados, para garantir um uso seguro e eficaz. Desses estudos
podem ser descobertos compostos promissores com potencial atividade
antimicrobiana (OSTROSKY et al., 2008 ; SANTOS et al., 2010).

4.3.2 Avaliacao da toxicidade frente a Artemia salina

Foram submetidos ao teste o extrato etandlico bruto e as fracbes hexanica,
cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica de folha e caule. De acordo com a
TABELA 11, o extrato etandlico bruto e as fragcdes hexanica e hidroalcodlica de folha
e 0 extrato etandlico bruto e a fracao cloroférmica de caule ndo obtiveram resultados

significativos, enquanto que os demais obtiveram bons resultados.
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TABELA 11. MORTALIDADE E iNDICE DE MORTALIDADE DE Artemia salina AVALIADOS
FRENTE AO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E AS RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA,
CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE
FOLHA E CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE

MORTALIDADE/CONCENTRACAO INTERVALO DE
AMOSTRA (ng/mL) DLso (Mg/mL) | CONFIANCA DE
10 100 500 1000 95% (nug/mL)
FOLHA/FRACAO
Cloroférmica 1 2 9 10 201,36 (154,54-262,37)
Acetato de etila 0 0 8 10 292,52 (244,87-349,44)
CAULE/FRACAO
Hexanica 2 0 10 10 217,04 (196,80-240,25)
Acetato de etila 0 2 10 10 115,21 (113,64-201,22)
Hidroalcodlica 0 2 10 10 115,21 (113,64-201,22)
CONTROLE
Quinidina 10 10 - 08 50,12 (35,80-70,16)

O teste realizado com Artemia salina, que € um microcrustaceo de agua
salgada, é considerado acessivel, pois seus ovos sdo encontrados a baixo custo em
lojas especializadas em aquarios e se utilizam pequenas quantidades de amostras
(por ex., microgramas). Os ovos servem de alimento para peixes, sobrevivem a
estresses e, se conservados em lugar seco, podem ter vida longa de uso. O ensaio
de toxicidade com esses microcrustaceos vem sendo aplicado na avaliacdo de
extratos vegetais, metais pesados, residuos de pesticidas e toxinas flngicas
(KRISHNARAJU, 2005). A toxicidade € estimada através da dose letal média (DLsg)
(MEYER et al., 1982). Quando o extrato apresenta DLsp< 250 ug/mL, € indicativo de
alta atividade toxica sobre o microcrustaceo (COSTA et al., 2009).

As atividades antifungica, antiviral, antimicrobiana, tripanossomicida e
parasiticida vém sendo relacionadas com a toxicidade frente a Artemia salina, devido
ao possivel efeito dos extratos vegetais (MEYER et al., 1982).

Analisando os resultados, € possivel observar que algumas amostras, como
as fracBes cloroférmica e de acetato de etila de folha e as fragbes hexanica, de
acetato de etila e hidroalcodlica de caule apresentam atividade frente a Artemia
salina, com resultados de DLso inferiores a 1000 pug/mL, concentragdo maxima para
uma amostra ser considerada ativa segundo Meyer et al. (1982). Os controles

utilizados (solvente etanol e solvente salina) ndo apresentam influéncia sobre os
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resultados, uma vez que ndo houve mortalidade das larvas avaliadas. Desse modo,
as fracdes citadas anteriormente possuem toxicidade frente ao microcrustaceo.

Em pesquisas realizadas com a espécie da familia Myrtaceae Calycorectes
psidiiflorus (O. Berg) Sobral, foi observada atividade citotoxica frente ao
microcrustaceo no extrato bruto de folha e na fracdo cloroférmica (DOMINGUES et
al., 2010). Comparando-se com E. pyriformis, esta apresentou atividade nas fracdes
de folha (cloroférmica e de acetato de etila), ndo demonstrando atividade no extrato
bruto.

Pesquisas realizadas com o extrato etandlico de folha de E. uniflora para
avaliar a atividade citotéxica frente a Artemia salina apresentaram DLsy >
1000ug/mL, sendo o extrato pouco ativo e com atividade de valor insignificante
(MONTANHER et al., 2002), ao contrario das frag6es de folha (cloroférmica e de
acetato de etila) avaliadas em E. pyriformis, em que foram observados efeitos

citotéxicos.

4.3.3 Avaliacéo da atividade alelopatica

Para o ensaio da atividade alelopética, foram testados o extrato etandlico
bruto e as fracdes hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica de
folha e caule. Os resultados para avaliacdo da germinagcdo constam das TABELAS
12 e 13.

TABELA 12. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLORFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE FOLHA DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE,
PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT PARA O INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO DAS
SEMENTES DE Lactuca sativa

AMOSTRA CONCENTRACAO (mg/mL CONTROLE

0,8 0,4 0,2 0,1 AGUA ETANOL
EB 500 al 4,88 al 412 al | 475 al 4,88 al 4,75 al
FH 500 al 4,75 al 488 al | 425 al 4,88 al 4,75 al
FCLO 500 al 4,75 al 488 al [ 500 al 4,88 al 4,75 al
FAE 500 al 4,00 al 500 al | 462 al 4,88 al 4,75 al
FHD 4,75 al 4,62 al 488 al | 500 al 4,88 al 4,75 al

EB= Extrato etanolico bruto; FH= Fracdo hexanica; FCLO= Fracdo cloroférmica; FAE= Fragdo de acetato de etila; FHD=
Fracédo hidroalcoolica
*Nota: médias que tém a mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente
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TABELA 13. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE,
PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT PARA O INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO DAS
SEMENTES DE Lactuca sativa

AMOSTRA CONCENTRACAO (mg/mL) CONTROLE

0,8 0,4 0,2 0,1 AGUA ETANOL
EB 4,62 al 450 al 4,88 al 438 al 4,88 al 4,75 al
FH 4,62 al 4,50 al 4,38 al 4,50 al 4,50 al 4,50 al
FCLO 4,75 al 438 al 450 al 4,62 al 450 al 450 al
FAE 4,75 al 4,88 al 4,88 al 4,88 al 4,50 al 4,50 al
FHD 445 al 425 al 4,38 al 445 al 4,88 al 4,75 al

EB= Extrato etanolico bruto; FH= Fracdo hexanica; FCLO= Fracdo cloroférmica;

Fracédo hidroalcodlica
*Nota: médias que tém a mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente

FAE= Fracdo de acetato de etila; FHD=

Analisando os dados estatisticos, concluiu-se que nenhuma das amostras

apresenta influéncia sobre a germinacdo das sementes de Lactuca sativa, pois

pertencem ao mesmo grupo de classificacdo (al), sendo iguais aos controles agua e

etanol.

Nas TABELAS 14 e 15, podem-se observar os resultados referentes a

interferéncia das amostras no crescimento das sementes de L. sativa.
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TABELA 14. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E
DAS RESPECTIVAS FRAGCOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE FOLHA DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE,
PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA E DO HIPOCOTILO

DAS SEMENTES DE Lactuca sativa

CONCENTRAGAO | REPETICAO RADICULA (média em mm) HIPOCOTILO (média em mm)
(mg/mL)

EB FH FCLO FAE FHD EB FH FCLO FAE FHD
1 32,60 | 33,20 [ 39,00 | 18,40 | 28,60 | 28,40 | 26,20 | 38,40 | 27,20 | 35,80

al al al al al al al al al al
2 31,80 | 29,80 | 33,20 | 27,60 | 28,40 | 31,60 | 36,20 | 37,40 | 33,80 | 32,60

08 al al al al al al al al al al
3 24,80 | 19,80 | 34,40 | 25,00 | 26,80 | 30,40 | 22,40 | 40,00 | 31,60 | 38,60

al al al al al al al al al al
4 37,40 | 25,60 | 35,60 | 25,60 | 23,80 [ 31,60 | 31,60 | 42,40 [ 36,60 | 29,80

al al al al al al al al al al
1 31,40 | 18,40 | 32,20 | 31,20 | 29,60 | 30,80 | 26,20 | 39,80 | 28,20 | 31,60

al al al al al al al al al al
2 32,20 | 36,00 | 34,60 | 37,80 | 25,60 | 34,40 | 31,40 | 36,60 | 32,20 | 30,40

0.4 al al al al al al al al al al
3 24,20 | 21,60 [ 38,00 | 26,80 | 29,40 | 21,00 | 25,20 | 43,60 | 32,00 | 27,20

al al al al al al al al al al
4 33,60 | 33,00 [ 37,00 | 27,60 | 29,40 | 32,60 | 25,60 | 45,60 | 25,80 | 35,40

al al al al al al al al al al
1 26,60 | 24,80 [ 38,00 | 32,60 | 38,80 | 25,40 | 29,60 | 40,20 | 34,40 | 32,20

al al al al al al al al al al
2 28,20 | 29,80 | 30,60 | 33,80 | 21,60 | 35,20 | 35,20 [ 40,00 | 38,00 | 31,60

0.2 al al al al al al al al al al
3 21,60 | 23,80 | 31,40 | 21,00 | 27,80 | 23,20 | 27,00 | 41,60 | 27,60 | 36,20

al al al al al al al al al al
4 29,60 | 36,40 | 33,00 | 33,40 | 32,00 | 33,00 | 40,20 [ 40,20 | 37,00 | 41,80

al al al al al al al al al al
1 28,40 | 27,00 | 31,20 | 34,20 | 29,40 | 31,20 | 38,00 | 41,80 | 37,60 | 29,20

al al al al al al al al al al
2 29,20 | 28,00 | 30,20 | 28,00 | 20,00 | 29,20 | 36,20 [ 38,80 | 32,60 | 26,40

01 al al al al al al al al al al
3 31,00 | 17,60 | 33,40 | 36,00 | 27,00 | 31,60 | 26,00 | 40,40 | 33,20 | 32,60

al al al al al al al al al al
4 26,80 | 29,00 | 33,00 | 35,40 | 30,00 | 29,60 | 33,80 [ 42,00 | 35,40 | 37,00

al al al al al al al al al al

CONTROLE

1 37,40 | 31,80 | 32,80 | 37,40 | 32,80 | 37,40 | 31,80 | 32,80 | 37,40 | 32,80

al al al al al al al al al al
3 2 25,20 | 31,00 | 26,20 | 25,20 | 26,40 | 25,20 | 31,00 [ 26,20 | 25,20 | 26,40

AGUA al al al al al al al al al al
3 32,80 | 30,00 | 29,60 | 32,80 | 30,60 | 32,80 | 30,00 | 29,60 | 32,80 | 30,60

al al al al al al al al al al
4 22,80 | 18,40 | 24,80 | 22,80 | 28,80 | 22,80 | 18,40 [ 24,80 | 22,80 | 28,80

al al al al al al al al al al
1 24,00 | 25,40 | 33,20 | 24,00 | 33,20 | 24,00 | 25,40 | 33,20 | 24,00 | 33,20

al al al al al al al al al al
2 29,80 | 27,40 | 30,80 | 29,80 | 30,80 | 29,80 | 27,40 [ 30,80 | 29,80 | 30,80

ETANOL al al al al al al al al al al
3 34,20 | 31,00 [ 33,40 | 34,20 | 33,40 | 34,20 | 31,00 | 33,40 | 34,20 | 33,40

al al al al al al al al al al
4 28,60 | 28,60 | 19,80 | 28,60 | 19,80 | 28,60 | 28,60 [ 19,80 | 28,60 | 19,80

al al al al al al al al al al

EB= Extrato etanolico bruto; FH= Fracdo hexanica; FCLO= Fracdo cloroférmica; FAE= Fragdo de acetato de etila; FHD=

Fracédo hidroalcodlica

*Nota: médias que tém a mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente
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TABELA 15. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E
DAS RESPECTIVAS FRACOES HEXANICA, CLOROFORMICA, DE ACETATO DE ETILA E
HIDROALCOOLICA, PROVENIENTES DE CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE,
PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA E DO HIPOCOTILO
DAS SEMENTES DE Lactuca sativa

CONCENTRAGCAO | REPETICAO RADICULA (média em mm) HIPOCOTILO (média em mm)
(mg/mL)

EB FH FCLO FAE FHD EB FH FCLO FAE FHD
1 32,20 | 31,20 | 39,00 | 35,00 | 32,60 [ 37,80 [ 27,60 [ 29,80 | 32,40 | 27,80

al a2 al al al al al al al al
2 31,00 | 31,60 [ 33,40 | 29,60 | 26,80 [ 40,20 [ 24,20 [ 29,80 | 31,00 | 32,20

0.8 al a2 al al al al al al al al
3 32,60 [ 30,00 [ 35,40 | 31,40 | 31,40 | 24,40 | 25,40 [ 32,60 | 32,80 | 28,60

al a2 al al al al al al al al
4 31,00 | 26,40 | 36,20 | 31,60 | 33,20 [ 38,00 [ 26,60 [ 30,80 | 29,60 | 33,80

al a2 al al al al al al al al
1 31,00 [ 29,00 [ 36,60 | 36,20 | 31,40 [ 34,20 | 31,20 [ 35,20 | 34,60 | 38,20

al a2 al al al al al al al al
2 33,20 | 30,00 [ 36,60 | 23,00 | 31,60 [ 33,80 | 28,80 [ 29,40 | 27,80 | 33,20

0.4 al a2 al al al al al al al al
3 31,80 | 29,40 | 37,40 | 28,20 | 30,60 | 43,80 | 31,80 [ 33,20 | 37,40 | 41,40

al a2 al al al al al al al al
4 34,40 | 29,20 [ 37,00 | 26,00 | 32,40 [ 39,00 | 24,40 | 34,20 | 34,60 | 46,20

al a2 al al al al al al al al
1 39,20 | 30,40 | 38,40 | 32,60 | 34,40 | 26,80 [ 29,40 [ 37,20 | 36,40 | 35,60

al a2 al al al al al al al al
2 28,75 | 31,40 | 34,00 | 36,00 | 33,00 | 29,00 | 28,80 | 36,40 | 40,40 | 37,60

0.2 al a2 al al al al al al al al
3 30,40 | 24,00 [ 30,40 | 27,20 | 34,40 | 24,80 | 24,80 [ 35,60 | 36,60 | 42,60

al a2 al al al al al al al al
4 30,40 [ 30,00 [ 26,60 | 22,40 | 30,00 [ 42,60 [ 31,20 [ 31,80 | 35,60 | 24,60

al a2 al al al al al al al al
1 30,40 [ 29,00 [ 33,40 | 35,00 | 33,20 [ 30,60 [ 22,40 [ 34,00 | 35,80 | 34,00

al a2 al al al al al al al al
2 36,40 [ 30,00 | 32,40 | 40,60 | 28,00 [ 32,20 [ 25,40 [ 32,80 | 32,80 | 38,60

01 al a2 al al al al al al al al
3 27,40 | 29,40 [ 35,40 | 29,20 | 26,00 [ 36,20 | 30,40 [ 35,60 | 33,60 | 36,80

al a2 al al al al al al al al
4 30,80 [ 29,20 [ 34,00 | 31,40 | 30,00 [ 38,80 [ 29,60 [ 31,80 | 33,20 | 42,00

al a2 al al al al al al al al

CONTROLE

1 32,40 | 33,80 [ 33,80 | 39,20 | 32,40 | 32,40 | 33,80 [ 33,80 | 39,20 | 32,40

al al al al al al al al al al
3 2 33,00 | 36,80 [ 37,40 | 32,80 | 33,00 [ 33,00 [ 36,80 [ 37,40 | 32,80 | 33,00

AGUA al al al al al al al al al al
3 30,60 | 36,40 [ 36,40 | 38,20 | 30,60 [ 30,60 [ 36,40 [ 36,40 | 38,20 | 30,60

al al al al al al al al al al
4 28,80 | 33,00 | 33,00 | 41,60 | 28,80 | 28,80 | 33,00 | 33,00 | 41,60 | 28,80

al al al al al al al al al al
1 27,20 | 36,40 | 39,20 | 33,80 | 27,20 | 27,20 | 36,40 [ 39,20 | 33,80 | 27,20

al al al al al al al al al al
2 26,80 | 34,00 | 35,20 | 36,00 | 26,80 | 26,80 | 34,00 | 35,20 | 36,00 | 26,80

ETANOL al al al al al al al al al al
3 29,60 | 38,20 [ 37,60 | 36,40 | 29,60 [ 29,60 | 38,20 [ 37,60 | 36,40 | 29,60

al al al al al al al al al al
4 27,20 | 41,60 | 41,60 | 33,00 | 27,20 | 27,20 | 41,60 | 41,60 | 33,00 | 27,20

al al al al al al al al al al

EB= Extrato etanolico bruto; FH= Fracdo hexanica; FCLO= Fracdo cloroférmica; FAE= Fragdo de acetato de etila; FHD=
Fracédo hidroalcodlica
*Nota: médias que tém a mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente

A porcentagem de inibicao do crescimento da fragdo hexanica de caule pode
ser observada no GRAFICO 6.
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GRAFICO 6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DA FRACAO HEXANICA
DE CAULE DE Eugenia pyriformis CAMBESS., MYRTACEAE, PELO CRESCIMENTO
DA RADICULA DAS SEMENTES DE Lactuca sativa (PORCENTAGEM DE
CRESCIMENTO EM RELACAO AO CONTROLE ETANOL X DOSES DA AMOSTRA
EM mg)

B Controle etanal B Fracio hexanica do caule

100% 100% 100% 100%

29.75% 29.52%

0,8 04 0,2 0,1

O termo alelopatia (allelon= de um para outro, pathdés= sofrer) foi descrito por
Molisch, em 1937, e pode ser interpretado de acordo com Rice (1984): “qualquer
efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma planta (incluindo
microrganismos) exerce sobre outra pela produ¢édo de compostos quimicos liberados
no ambiente”.

Substéncias originadas a partir dos metabdlitos secundarios das plantas,
denomidadas de aleloquimicos, estdo sendo estudadas como meios alternativos em
substituicdo aos herbicidas atuais. Estes atuam ligando-se as membranas da planta
receptora ou penetrando nas células, assim interferindo diretamente no seu
metabolismo (WALLER, 1999; FERREIRA; AQUILA, 2000).

Devido as substancias quimicas liberadas no meio, a vegetacdo de uma certa
area pode ter um modelo condicionado as plantas pré-existentes e as substancias
guimicas que estas liberam. Espécies utilizadas nos testes como Lactuca sativa L.
(alface) e Lycopersicum esculentum Mill. (tomate) sdo bastante utilizadas nos
ensaios de crescimento e germinacdo devido a sensibilidade das sementes
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

O fenbmeno de germinacdo é mais simples e menos sensivel que o do
crescimento, devendo-se observar se a semente germinou ou ndo e também se
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houve alguma anormalidade, como por exemplo, a necrose da semente. O
crescimento da planta é avaliado pelo desenvolvimento do hipocétilo e da radicula,
gue representam parametros para avaliar a atividade alelopatica (FERREIRA,;
AQUILA, 2000).

Nao houve diferencas significativas entre o extrato etandlico bruto e as
respectivas fragdes de folha. Entretanto, a fragdo hexanica de caule causou inibi¢cao
da radicula em todas as concentracfes ensaiadas, sendo que a concentracdo de
0,2 mg foi a que mais afetou o crescimento da radicula, causando reducdo de
30,9%. O efeito da fracdo ndo ocorreu em fungcéo das concentracdes, pois ndo teve
um efeito dose-dependente (GRAFICO 6).

Concentragbes mais altas normalmente causam mais efeitos dos
aleloquimicos na inibicdo do crescimento, mas alguns autores afirmam que o0s
efeitos alelopéaticos podem escapar desse padrao, resultando de um somatério de
alteracdes moleculares, o que pode ser comprovado pelo resultado, que na
concentragdo de 0,2 mg teve uma maior inibicdo do crescimento (MARASCHIN-
SILVA; AQUILA, 2006).

Os resultados das amostras nao diferem estatisticamente dos controles,
indicando que nao apresentam atividade sobre o crescimento nem do hipocétilo nem
da radicula das sementes de L. sativa, ndo demonstrando nenhum efeito téxico.

Em teste alelopéatico realizado com o extrato aquoso de folha de E.
dysenterica sobre sementes de L. sativa, Giotto et al. (2007) ndo observaram
nenhuma acdo com relacdo a germinacdo, porém no crescimento foram
demonstrados efeitos alelopaticos. Com referéncia a investigagdo de Sausen et al.
(2009), o extrato aquoso de folha de E. involucrata DC. apresentou efeitos de
diminuicdo da germinacéo e do crescimento de L. sativa, significando que a espécie
poderia dificultar o estabelecimento de novas espécies no meio e em consequéncia

facilitar o estabelecimento inicial desta espécie perante as outras.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Eugenia pyriformis Cambess., Myrtaceae, apresenta caracteristicas
morfolégicas e anatdbmicas concordantes com a familia e com o género. As
descricbes de folha e caule apresentadas neste trabalho, juntamente com as
ilustracdes, podem contribuir para a identificacdo dessa planta medicinal e subsidiar
o controle de qualidade farmacogndstico de uma potencial droga vegetal.

Foi possivel constatar semelhancas quanto a morfologia externa em estudos
anteriores atribuidos a espécie. Quanto a anatomia, folna com tricomas tectores
unicelulares, estdmatos anomociticos na face abaxial, cavidades secretoras, células
contendo compostos fendlicos, prismas e drusas de oxalato de calcio e um Unico
feixe vascular bicolateral em arco aberto na nervura central e no peciolo, bem como
caule com floema interno, fibras e células pétreas sdo caracteres marcantes em E.
pyriformis. Embora esses aspectos sejam comuns ao género, possuem facil
reconhecimento microscépico e, quando considerados em conjunto, favorecem o
controle farmacognostico da espécie.

Na prospeccdo fitoquimica foram encontrados glicosideos flavonicos e
esteroides e/ou triterpenoides particularmente no extrato hidroalcodlico de folha,
enquanto que saponinas, taninos e acidos fixos foram detectados no extrato aquoso,
tanto de folha como de caule. Foram isolados cinco compostos no presente estudo,
dentre os quais apenas trés foram identificados. Os compostos isolados e
identificados foram relatados pela primeira vez na espécie. Dos compostos isolados,
um deles foi a B-amirina, que pertence a classe dos terpenoides, sendo classificada
como um triterpeno, e dois derivados porfirinicos, que sdo denominados de feofitina
a e feofitina b.

Os compostos encontrados no 6leo essencial, em sua maioria sédo derivados
terpénicos, como os monoterpenos oxigenados 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol, e
alguns sesquiterpenos, que nao puderam ser identificados.

Na atividade antioxidante com DPPH, observou-se que o extrato etandlico
bruto e as fracdes cloroférmica, de acetato de etila e hidroalcodlica de folha e o
extrato etandlico bruto e a fracdo cloroférmica de caule tém atividade antioxidante
igual aos padrbes (vitamina C e rutina), e a fracdo de acetato de etila possui
atividade antioxidante maior com relacdo as demais amostras. Testando o extrato

etandlico bruto e fragdes com o complexo fosfomolibdénio, concluiu-se que em geral
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apresentam atividade antioxidante, porém sdo menos ativos que o0s padroes,
excetuando-se o extrato etandlico bruto de folha e caule e a fracdo de acetato de
etila de folha, que possuem atividade um pouco superior a da rutina.

Na atividade antimicrobiana, constatou-se que o extrato etandlico bruto de
folna apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. As fracbes de acetato de etila e hidroalcodlica de folha apresentam
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos S. aureus e Enterococcus
faecalis, e na fracdo de acetato de etila de folha foi observada uma maior inibicao
contra S. aureus. O extrato etandlico bruto de caule apresenta inibicdo contra S.
aureus, E. coli e E. faecalis. O extrato bruto e fragcdes de caule ndo apresentam
atividade de importancia. Com relagéo ao extrato acetonico bruto de folha e caule,
este apresenta atividade contra P. aeruginosa e E. faecalis.

No teste de citotoxidade frente a Artemia salina, observou-se que as fracdes
cloroférmica e de acetato de etila de folha e as fragcBes hexanica, de acetato de etila
e hidroalcodlica de caule apresentam atividade citotoxica com DLsg inferiores a 1000
pg/mL.

Na alelopatia, nenhuma das amostras apresenta influéncia sobre a
germinacdo das sementes de Lactuca sativa. As amostras nao diferem
estatisticamente dos controles e ndo revelam atividade sobre o crescimento nem do
hipocotilo nem da radicula das sementes de L. sativa. Somente a fracdo hexanica de
caule inibiu o crescimento da radicula em propor¢cao maior e na concentracao de 0,4
mg. Com relacdo aos resultados, estudos mais especificos sdo sugeridos, bem
como com relagdo aos compostos isolados, pois as substancias quando interagem
em conjunto podem ocasionar resultados alelopéaticos negativos.

Ao investigar diferentes aspectos de E. pyriformis, este trabalho possibilitou o
acréscimo de dados ao conhecimento da flora brasileira e a essa planta medicinal e
potencial droga vegetal. Os resultados inéditos obtidos com relacdo a espécie sao
promissores e favorecem a perspectiva da continuidade desses estudos,
objetivando-se a identificagdo dos compostos que nao foram nominados e também a
realizacdo das atividades biolégicas dos compostos isolados, por meio de novas

técnicas.
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