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RESUMO

A espécie Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg, conhecida comumente
como sete-capotes, € uma Myrtaceae nativa do Brasil, que vem sendo empregada
na medicina popular em distarbios gastrointestinais e hepaticos. Este trabalho teve
como objetivo estudar a morfoanatomia e a composi¢cdo quimica de folha e caule
dessa espécie, bem como avaliar as atividades biolégicas, como contribuicdo ao seu
conhecimento farmacognostico e visando respaldar o uso popular. O material
vegetal foi coletado, identificado e devidamente preparado para as respectivas
andlises. No estudo morfoanatémico, verificou-se que a folha possui estdmatos
paraciticos na face abaxial, tricomas tectores unicelulares, mesofilo dorsiventral,
cavidades secretoras e nervura central com um unico feixe vascular bicolateral em
arco aberto e circundado por uma bainha esclerenquimatica continua. O caule, em
seccao transversal, apresenta epiderme persistente e felogénio originado na regiao
mediana do cortex. Ha colénquima angular, parénquima cortical e grupos de fibras.
O cilindro vascular constitui-se de floema externo, xilema e floema interno,
percorridos por raios estreitos. Idioblastos contendo drusas e cristais prismaticos de
oxalato de célcio, além de compostos fendlicos estédo presentes em folha e caule. Na
prospeccao fitoquimica foliar e caulinar foram observados glicosideos flavbnicos,
iridoides, esteroides e/ou triterpenoides e saponinas. Adicionalmente, o extrato de
folha revelou taninos, enquanto que o de caule exibiu leucoantocianidinas. O
composto miricitrina foi identificado na fracdo acetato de etila proveniente de folha.
Em relacéo a atividade antioxidante, a fracéo acetato de etila tanto de folha como de
caule foi a mais efetiva na reducdo do radical DPPH e pelo método do
fosfomolibdénio, porém pelo método TBARS, o extrato etandlico bruto e fracdes de
caule exibiram maior inibicdo da peroxidacdo lipidica do que as amostras
provenientes de folha. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, o extrato etandlico
bruto e as fracGes acetato de etila e hidroalcodlica de folha reduziram o crescimento
de Staphylococcus aureus, sendo que a fracdo hidroalcodlica de folha também foi
eficaz contra Salmonella Typhimurium. Para as amostras provenientes de caule, o
extrato etandlico bruto reduziu o crescimento de Candida albicans e a fracédo acetato
de etila apresentou-se eficiente contra Staphylococcus epidermidis. Em testes
preliminares de toxicidade, os extratos e as fracoes de folha e caule néo
apresentaram atividade frente a Artemia salina e ndo demonstraram atividade
hemolitica. Pelo ensaio de avaliacdo da motilidade gastrointestinal in vivo,
constatou-se que o extrato etanodlico bruto de folha reduziu o esvaziamento gastrico
nas doses de 500, 100 e 20 mg/kg, e aumentou o transito intestinal na dose de 500
mg/kg. Com a avaliacdo da atividade protetora gastrica in vivo, verificou-se acao
antiulcerogénica do extrato bruto de folha na dose de 100 mg/kg, que parece nao
estar relacionada a inibicdo de peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica, avaliada
pelo método TBARS. Os dados obtidos séao relevantes e complementares ao estudo
morfoanatdmico, fitoquimico e de atividades biolégicas dessa planta medicinal e
potencial droga vegetal, e confirmam o uso terapéutico indicado pela medicina
popular.

Palavras-chave: Atividade antiulcerogénica, farmacobotanica, farmacognosia,
miricitrina, planta medicinal, sete-capotes.



ABSTRACT

The species Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg, commonly known as
sete-capotes in Portuguese, is a Brazilian native Myrtaceae, which has been used in
folk medicine for gastrointestinal and liver disorders. This work has investigated the
morpho-anatomy, chemical composition and biological activities of the leaf and stem
of this medicinal plant, aiming to contribute to its pharmacognostical knowledge and
to justify the popular use. The plant material was collected, identified and properly
prepared for the respective analyses. Concerning the morpho-anatomical study, it
was found that the leaf has paracytic stomata on the abaxial surface, unicellular non-
glandular trichomes, dorsiventral mesophyll, secretory cavities and midrib with one
bicollateral vascular bundle in open arc and encircled by a continuous
sclerenchymatic sheath. The stem, in cross section, has remaining epidermis and
phellogen originated in the medium region of the cortex. There are angular
collenchyma, cortical parenchyma and groups of fibers. The vascular cylinder
consists of external phloem, xylem and internal phloem traversed by narrow rays.
Idioblasts containing druses and prismatic crystals of calcium oxalate, as well as
phenolic compounds are present in the leaf and stem. In the phytochemical
screening of both leaf and stem, it was observed flavone glycosides, iridoids, steroids
and/or triterpenoids and saponins. Additionally, the leaf extract showed tannins, while
the stem extract exhibited leucoanthocyanidins. The myricitrin compound was
identified in the ethyl acetate fraction from the leaf. Regarding the antioxidant activity,
the ethyl acetate fraction of both leaf and stem was the most effective in reducing
DPPH radical and in the phosphomolybdenum method, however the stem crude
ethanolic extract and fractions exhibited greater inhibition of lipid peroxidation than
the leaf samples in TBARS assay. In the antimicrobial activity evaluation, the leaf
crude ethanolic extract and the ethyl acetate and hydroalcoholic fractions reduced
the growth of Staphylococcus aureus, besides the leaf hydroalcoholic fraction was
also effective against Salmonella Typhimurium. For the stem samples, the crude
ethanolic extract reduced the growth of Candida albicans and the ethyl acetate
fraction appeared to be effective against Staphylococcus epidermidis. In preliminary
toxicity tests, leaf and stem extracts and fractions showed no effect on Artemia salina
and revealed no hemolytic activity. In the gastrointestinal motility assay in vivo, the
leaf crude ethanolic extract decreased the gastric emptying at 500, 100 and 20 mg/kg
doses, and increased intestinal transit at 500 mg/kg. With the protective gastric
activity assessment in vivo, it was found antiulcer action of the leaf crude extract at
100 mg/kg, which seems to be not related to the inhibition of lipid peroxidation in the
gastric mucosa, as assessed by the TBARS method. These results are relevant and
complementary to the morpho-anatomy, phytochemistry and biological activities of
this medicinal plant and potential vegetal drug, and corroborate the therapeutic use
by folk medicine.

Keywords: Antiulcerogenic activity, medicinal plant, myricitrin, pharmacobotany,
pharmacognosy, sete-capotes.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta que a medicina tradicional,
incluindo o uso de plantas medicinais, foi e continua sendo usada em todos os
paises ao redor do mundo. Em grande parte dos paises em desenvolvimento,
70-95% da populacdo depende desses medicamentos tradicionais como cuidado
primario a saude (ROBINSON; ZHANG, 2011).

Um estudo de revisao das edi¢cdes da Farmacopeia Brasileira, publicadas em
1926, 1959, 1977 e 1988-2005, realizado por Branddo et al. (2006), relatou que
plantas medicinais e produtos nativos do Brasil tiveram uma intensa substituicdo por
produtos sintéticos e plantas estrangeiras. Essa analise mostrou como a
biodiversidade de plantas nativas e seus produtos estariam sendo progressivamente
excluidos da medicina oficial do Brasil ao longo dos anos. Entretanto, a atual
tendéncia global de uma preocupacéo com a preservacdo da biodiversidade e as
ideias de desenvolvimento sustentavel trouxeram novos ares ao estudo das plantas
medicinais brasileiras, que acabaram reacendendo um interesse geral na fitoterapia
(LORENZI; MATOS, 2008).

A validacdo de novas drogas vegetais por meio da pesquisa é, assim, o
caminho para o correto aproveitamento das plantas medicinais e seus derivados
aplicados a fitoterapia (LORENZI; MATOS, 2008). Talvez o principal fator a contribuir
consideravelmente para o crescimento em questdo consista na evolucdo dos
estudos cientificos, particularmente os estudos quimicos e farmacoldgicos, que
comprovam cada vez mais a eficacia das plantas empregadas na medicina popular
com finalidades terapéuticas. Em nosso pais, os trabalhos cientificos envolvendo
produtos naturais ativos, suas indicacdes e contraindicacbes podem proporcionar
aos fitofarmacos um maior nivel de aceitacdo médica, respaldados pela
comprovacdo de sua eficacia terapéutica em experimentos farmacolégicos pre-
clinicos e clinicos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacbes da medicina
tradicional e popular (etnobotanica), caracterizagdo macro e microscopica da parte
usada (botanica estrutural), isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios
ativos (quimica organica), investigagdo farmacoldgica de extratos e constituintes
quimicos isolados (farmacologia), transformacdes quimicas de principios ativos

(quimica organica sintética), estudo da relacdo estrutura/atividade e dos
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mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica medicinal e farmacologia) e
finalmente o desenvolvimento de formulagbes para a producdo de fitoterdpicos
(farmacotécnica). A Farmacognosia € a ciéncia que trata da histéria, do tratamento,
da conservacdo, da identificacdo, da avaliacdo e do emprego das drogas e se
preocupa ainda com a selecao, cultura e colheita de plantas destinadas a produzir
drogas. A integracdo dessas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um
caminho promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos (MACIEL et
al., 2002; OLIVEIRA; AKISUE, 2009).

A familia Myrtaceae é relevante no estudo de plantas medicinais, pois muitas
de suas espécies sdo empregadas popularmente no tratamento de diversos
processos patolégicos, como em disturbios gastrointestinais, estados hemorragicos
e doencas infecciosas (BRACK; KINUPP; SOBRAL, 2007). Dentre as pesquisas com
plantas do género Campomanesia, tém-se destacado os resultados obtidos a partir
de extratos de folha de C. xanthocarpa (Mart.) O. Berg, conhecida popularmente
como gabirobeira, apresentando efeitos hipoglicemiante (BIAVATTI et al., 2004,
VINAGRE et al., 2010) e antiulcerogénico (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004) e a
espécie C. adamantium (Cambess.) O. Berg, conhecida pelo nome de guavira, por
ter alta atividade antioxidante (COUTINHO et al., 2008; 2010). A espécie
C. guazumifolia (Cambess.) O. Berg é popularmente denominada sete-capotes e
utilizada na medicina popular no tratamento de diarreia e enfermidades hepéaticas
(BRANDAO, 1991; DORIGONI et al., 2001) e na cultura indigena como tdnico
(MARQUESINI, 1995), porém s&o raras as andlises que relatam os constituintes
quimicos da planta e sua correlagdo com o uso medicinal.

Devido a importancia da espécie e aos escassos estudos realizados até o
presente, este trabalho tem como objetivo investigar C. guazumifolia sob diversos
aspectos, com a finalidade de fornecer dados acerca da morfologia, da composi¢céo

quimica e das atividades biolégicas.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos morfoanatdomico, fitoquimico e de atividades bioldgicas de

folha e caule de Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg, Myrtaceae.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a morfoanatomia (macro e microscopia);

e Realizar prospeccao fitoquimica;

e Determinar parametros farmacognosticos: perda por dessecacdo, cinzas
totais e residuo dessecado;

e |solar e identificar as substancias quimicas das fracbes de diferentes
polaridades (hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica) obtidas
do extrato etandlico bruto;

e Determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das fracdes; e

e Pesquisar as atividades bioldgicas do extrato etandlico bruto e das fracdes:
acao antimicrobiana, toxicidade frente a Artemia salina, atividade hemolitica in
vitro, avaliacdo da atividade sobre a motilidade gastrointestinal in vivo e

avaliacdo da atividade protetora géastrica in vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae Juss. pertence a ordem Myrtales e consiste de
aproximadamente 150 géneros e 3.600 espécies, preferencialmente distribuidas em
regides tropicais e subtropicais, com dois grandes centros de dispersdo, nas
Ameéricas e na Australia, embora ocorram em todo o mundo (LEGRAND; KLEIN,
1978; CRONQUIST, 1981; BARROSO, 1984; JOLY, 1985). No Brasil, as Myrtaceae
aparecem entre as mais comuns na maioria das formacdes vegetais, com destaque
para a Floresta Atlantica e para a restinga, sendo frequentemente a familia com
maior niumero de espécies (SOUZA; LORENZI, 2008).

Constitui-se de plantas lenhosas em forma de arbustos e arvores altas, com
folhas simples, inteiras, opostas ou raramente alternas, sem estipulas. O limbo
apresenta pontos glandulosos translicidos, contendo 6leo essencial, caracteristicos
para os diversos géneros (LAWRENCE, 1977; LEGRAND; KLEIN, 1978; PEREIRA,
AGAREZ, 1980). As flores séo actinomorfas, hermafroditas, diclamideas, raramente
monoclamideas, tetra ou pentdmeras, polisttmones, com pétalas frequentemente
caducas, ovarios inferos, raramente slperos, pentacarpelares, uni ou
pentaloculares. Os frutos sdo do tipo baga, drupa, capsula ou secos e indeiscentes
(PEREIRA; AGAREZ, 1980; JOLY, 1985). As Myrtaceae brasileiras
caracteristicamente possuem tronco de casca lisa, sendo o ritidoma descartado e
renovado anualmente, em cada estacéo de crescimento (JOLY, 1985).

Muitos dos membros da familia possuem grande interesse econdmico. Com o
uso da madeira destacam-se as espécies exoéticas de Eucalyptus (LEGRAND;
KLEIN, 1978), que também sao empregadas como matéria-prima para a fabricacéo
de produtos de limpeza e aromatizantes. O cravo-da-india (Syzygium aromaticum
(L.) Merr. et L.M. Perry), outra espécie cultivada, € uma especiaria amplamente
utilizada na culinaria brasileira (SOUZA; LORENZI, 2008). Existe ainda um grande
namero de espécies importantes por apresentar frutos comestiveis com teor
vitaminico expressivo (LEGRAND; KLEIN, 1978), como goiabeira (Psidium guajava
L.), jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e outras espécies deste
género), pitangueira (Eugenia uniflora L.), cabeludinha (Plinia glomerata (O. Berg)

Amshoff), cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), gabirobeira
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(Campomanesia spp.), aracazeiro (Psidium cattleianum Afzel. ex Sabine) e cerejeira-
nacional (Eugenia cerasiflora Mig.) (SOUZA; LORENZI, 2008). Tais frutos sao
consumidos in natura, utilizados na producdo de geleias, doces, sucos, licores e
aguardentes, em fermentacfes para obtencao de vinho ou ainda empregados como
medicinais (LORENZI, 2002; FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 2004; DUARTE et al.,
2010).

As folhas e as cascas de muitos representantes sdo utilizadas na medicina
popular como, por exemplo, da gabirobeira no combate a diarreia, caimbras, gripe e
inflamacbes da bexiga e do Utero; da pitangueira como excitante, febrifugo,
antirreumatico e antidisentérico; e da goiabeira contra diarreia, tosse, bronquite,
doencas de pele e estomacais (KORBES, 1990; FONSECA-KRUEL; PEIXOTO,
2004; SOUZA et al., 2004; LORENZI; MATOS, 2008), despertando a comunidade
cientifica para a investigacdo dos compostos e das atividades biologicas. Ishikawa et
al. (2008) demonstraram a atividade antiulcerogénica do cambuca (Plinia edulis
(Vell.) Sobral), promovendo suporte cientifico ao uso tradicional dessa espécie.

Em um estudo recente de revisao bibliogréfica, Stefanello, Pascoal e Salvador
(2011) indicaram que relativamente poucas espécies americanas de Myrtaceae
foram analisadas em relacdo a sua composicdo quimica e a maioria dos trabalhos
tém sido limitados ao estudo dos componentes do 6leo essencial de folha.
Concluiram que tais 6leos obtidos de plantas dessa familia podem exibir atividades
importantes como antimicrobiana, larvicida, antioxidante, anti-inflamatoria e

citotoxica.

2.2 GENERO Campomanesia RUIZ et PAV.

O género Campomanesia Ruiz et Pav. pertence a subfamilia Myrtoideae, tribo
Myrteae, subtribo Myrtinae, e muitas de suas espécies séo relevantes por possuirem
potencial comercial madeireiro, ornamental, no reflorestamento, nutritivo e medicinal
(LEGRAND; KLEIN, 1977; KAWASAKI; LANDRUM, 1997; LANDRUM; KAWASAKI,
1997; LORENZI, 1998; 2002; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

A composicao do 6leo obtido de folha de algumas espécies ja foi estudada.
Em C. sessiliflora (O. Berg) Mattos os principais constituintes foram sesquiterpenos
(CARDOSO; KATAOKA; RE-POPPI, 2010b); em C. pubescens (Mart. ex DC.)
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O. Berg a maioria dos compostos isolados foram monoterpenos (SILVA; CARDOSO;
RE-POPPI, 2009); C. adamantium (Cambess.) O. Berg apresentou como
constituintes principais 0s monoterpenos durante seu estagio reprodutivo (floracdo) e
0s sesquiterpenos durante o estagio vegetativo (COUTINHO et al., 2009); e em
C. aurea O. Berg, C. guazumifolia, C. rhombea O. Berg e C. xanthocarpa os
principais compostos presentes foram sesquiterpenos (LIMBERGER et al., 2001). Os
compostos volateis provenientes de flor de C. sessiliflora e C. xanthocarpa foram
identificados e também apresentaram sesquiterpenos como principais constituintes
(CARDOSO; KATAOKA; RE-POPPI, 2010a).

Extratos de folha de C. adamantium demonstraram alta atividade antioxidante
(COUTINHO et al., 2008; 2010), que pode estar relacionada aos compostos
fenodlicos presentes na planta (COUTINHO et al., 2008). O dleo essencial coletado
durante os estagios de floracdo e frutificacdo exibiu alta atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e Candida albicans, e efeito moderado em
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, enquanto que o 6leo essencial do
estagio vegetativo apresentou atividade muito fraca contra esses micro-organismos
(COUTINHO et al., 2009). Um estudo realizado por Vallilo et al. (2006) a respeito da
composi¢do quimica de fruto dessa planta revelou alta quantidade de &cido
ascorbico (vitamina C), além disso, a fracdo acetato de etila do extrato mostrou
atividade promissora contra Mycobacterium tuberculosis (PAVAN et al., 2009).

O acido ascérbico também esta presente em alta concentracdo em fruto de
C. pubescens, cujo teor de cerca de 0,6% de vitamina C € consideravel em
comparacao com outros frutos como goiaba, laranja e limdo (SILVA et al., 2009).
Vinhos produzidos com o fruto dessa espécie foram analisados e exibiram muitos
dos compostos presentes nos vinhos convencionais produzidos com uvas, indicando
potencial para a producdo de fermentados com caracteristicas organolépticas
aceitaveis (DUARTE et al., 2010).

A analise fitoquimica de semente de C. lineatifolia Ruiz et Pav. revelou como
principal constituinte as p-tricetonas (BONILLA et al., 2005; OSORIO et al., 2006), as
quais sao consideradas uma classe de metabdlitos secundarios relativamente rara e
gue mostraram leve atividade antimicrobiana (BONILLA et al., 2005).

A avaliacdo da composicdo quimica de fruto de C. xanthocarpa demonstrou a
presenca de pectinas constituidas principalmente por acido urdnico, arabinose,

galactose e ramnose (SANTOS et al., 2010). Vallilo et al. (2008) mencionaram que a
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utilizacao desse fruto mostra-se promissora como complemento nutricional na dieta
de vertebrados, devido ao seu teor de lipidios, carboidratos totais, fibra alimentar,
vitamina C e minerais essenciais. Souza-Moreira et al. (2011) identificaram
flavonoides, saponinas e taninos no fruto e o extrato etanolico foi avaliado quanto
aos efeitos antidiarreico e antimicrobiano, porém, ndo houve resultado significativo
na reducao da motilidade intestinal. A atividade antimicrobiana foi detectada, mas os
valores de concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) nao puderam ser determinados por serem mais altos do que a concentracao
maxima testada do extrato do fruto para a maioria dos micro-organismos utilizados.
Segundo analises realizadas com extratos de folha, C. xanthocarpa possui atividade
antiulcerogénica (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004), hipoglicemiante (BIAVATTI et
al., 2004; VINAGRE et al., 2010), na reducao dos niveis sanguineos de trigliceridios
e LDL, e do estresse oxidativo em pacientes hipercolesterolémicos (KLAFKE et al.,
2010), confirmando seu uso popular com o propésito de emagrecimento (DICKEL;
RATES; RITTER, 2007).

2.3 Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG

Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg possui a seguinte sinonimia
botanica: Abbevillea rugosa O. Berg, Britoa guazumifolia (Cambess.) D. Legrand,
B. sellowiana O. Berg, Campomanesia albiflora Rojas Acosta, C. guazumifolia var.
grisea (Cambess.) O. Berg, C. guazumifolia var. rubiginosa O. Berg, C. itanarensis
Kiaersk., Lacerdaea luschnathiana O. Berg, Psidium guazumifola Cambess.,
P. guazumifolium Cambess., P. guazumifolium var. griseum Cambess. (THE PLANT
LIST, 2012).

A espécie C. guazumifolia é nativa do Brasil (SOBRAL et al.,, 2012) e
conhecida popularmente pelos nomes de sete-capotes, sete-capas, capoteira, sete-
casacas (LEGRAND; KLEIN, 1977), aragazeiro-grande e araca-do-mato (LORENZI,
2002). E encontrada de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, em quase todas as
formacdes vegetais (LORENZI, 2002), ocorrendo tanto no interior da mata pluvial da
encosta atlantica e submata dos pinhais, como na mata latifoliada da bacia do Rio
Uruguai, sem contudo ser frequente (LEGRAND; KLEIN, 1977).


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-90
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-24708
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-24713
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-33114
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-33182
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-33182
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-330682
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-33190
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-33190
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-106713
http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-22102847
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-166745
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-166746
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Arvore de porte mediano, de 8-12 m de altura, com tronco de 20-30 cm de
didmetro, dotada de copa piramidal, possui casca densamente descamante e o
tronco geralmente tortuoso, com ramos menores, peciolos, face inferior das folhas,
inflorescéncias e frutos pubescentes ou velutinos (FIGURAS 1-4). As folhas medem
6-14 cm de comprimento por 3-6 cm de largura, sdo simples e opostas, oblongas,
oval-oblongas até ovais, sendo o contorno eliptico até ovado-oblongo a forma mais
comum no sul do Brasil, com nervuras secundarias e terciarias bem evidentes.
Possui flores brancas e grandes, geralmente solitarias ou reunidas em pequenos
grupos nas axilas foliares. Os frutos sé&o do tipo baga, subglobosos e possuem cerca
de 2 cm de didametro (LEGRAND; KLEIN, 1977; LORENZI, 2002).

FIGURAS 1-4 — Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE: 1. ASPECTO
DO HABITO; 2. DETALHE DO TRONCO DESCAMANTE; 3, 4. PORMENOR DE FLOR E FRUTOS,
RESPECTIVAMENTE. BARRA =1 cm (3,4). FONTE: A autora (2012)
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E uma planta decidua, mesofila quanto a exigéncia de luz e higrofita quanto
ao solo. Ocorre em baixa densidade e de maneira isolada. Floresce durante os
meses de outubro, novembro e dezembro, e a maturacao dos frutos é verificada nos
meses de marco, abril e maio (LEGRAND; KLEIN, 1977; LORENZI, 2002).

A madeira é empregada em carpintaria e para a obtencéo de lenha e carvao
(LEGRAND; KLEIN, 1977; LORENZI, 2002; BOTREL et al., 2006). Os frutos sao
comestiveis, geralmente apreciados in natura e na forma de doces caseiros. Sao
também avidamente consumidos por varias espécies de passaros, por essa razao
constituindo-se em uma planta indispensavel nos reflorestamentos heterogéneos
visando &reas degradadas (LEGRAND; KLEIN, 1977; LORENZI, 2002; FONSECA-
KRUEL; PEIXOTO, 2004; BRACK; KINUPP; SOBRAL, 2007). A arvore também é
conhecida pelo seu potencial ornamental e medicinal (SANQUETTA et al., 2010),
sendo as partes aéreas empregadas em enfermidades hepaticas (DORIGONI et al.,
2001), no tratamento de diarreia (BRANDAO, 1991) e como ténico (MARQUESINI,
1995).

Estudos referentes a constituicdo quimica do Oleo essencial de folha de
C. guazumifolia mostram que este € rico em sesquiterpenos, entre eles destacam-se
(E)-nerolidol (28,8%) e espatulenol (27,7%) (LIMBERGER et al., 2001), entretanto
sdo poucos os trabalhos relativos as propriedades farmacoldgicas dessa espécie.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

Foram coletados ramos foliares de Campomanesia guazumifolia (Cambess.)
O. Berg no Horto Municipal da Barreirinha, localizado em Curitiba/PR
(aproximadamente nas coordenadas de 25° 21’ S e 49° 15’ W, altitude de 950 m), no
periodo de junho a agosto de 2011. A planta foi identificada e um exemplar
depositado no Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba/PR sob o registro
MBM 372274.

O material coletado foi devidamente preparado para a realizacdo dos estudos
morfoanatdmico, fitoquimico e de atividades biol6égicas, os quais estdo sumarizados
no ORGANOGRAMA 1.

3.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

O estudo morfoanatomico foi realizado com folhas desenvolvidas, obtidas a
partir do quarto né caulinar, e com caules jovens, obtidos entre 5-30 cm do apice
caulinar. As dimensdes foliares foram estabelecidas medindo-se pelo menos 20
folnas e expressas como amplitude. Para a determinacdo da morfologia externa
foliar foi adotada 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, foram analisados o peciolo e
o terco inferior do limbo. A coloracédo foi feita com azul de astra e fucsina basica
(ROESER, 1972) e verde malaquita (KRAUS; ARDUIN, 1997). 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).
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3.2.2 Laminas permanentes

As laminas permanentes foram confeccionadas a partir do material fixado,
desidratado em série etandlica crescente e emblocado em glicol-metacrilato. Os
cortes obtidos em microtomo de rotacdo foram corados com azul de toluidina
(O’'BRIEN; FEDER; McCULLY, 1964). As laminas foram montadas com Entellan®
(KRAUS; ARDUIN, 1997).

Os resultados foram registrados por meio de fotomicrografias em microscopio

fotonico.

3.2.3 Testes microquimicos

Para a realizacao dos testes microquimicos foram feitas sec¢fes transversais
a mao livre do material fixado, utilizando-se o0s seguintes reativos: floroglucina
cloridrica para verificacdo de lignina (FOSTER, 1949), Wagner para alcaloides
(FURR; MAHLBERG, 1981), Sudan Ill para substancias lipofilicas (SASS, 1951),
cloreto férrico para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940), lugol para amido
(BERLYN; MIKSCHE, 1976) e acido sulfarico para cristais de calcio (OLIVEIRA;
AKISUE; AKISUE, 1991).

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A andlise ultraestrutural de superficie (microscopia eletrénica de varredura -
MEV) (SOUZA, 1998) foi realizada em lamina foliar de amostras fixadas e
desidratadas em série etanolica crescente e pelo ponto critico de CO,. Estas foram
aderidas a suporte, metalizadas com ouro, submetidas a alto vacuo e observadas

em microscopio eletrénico de varredura.
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3.3 ESTUDO FITOQUIMICO

Folhas e caules foram secos a temperatura ambiente por sete dias e
posteriormente triturados, em um moinho de facas e martelos, para aumentar a
superficie de contato do material com o0 solvente no momento da extracdo
(SONAGLIO et al., 2010).

Os procedimentos realizados referem-se a prospeccdo fitoquimica,
determinacao de parametros farmacognaosticos (perda por dessecacao, cinzas totais
e residuo dessecado), isolamento e identificacdo de compostos quimicos, bem como
a determinacao da atividade antioxidante.

3.3.1 Prospeccéo fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada de acordo com Moreira (1979),
adaptado por Miguel (2003), com extratos obtidos pelo método de maceracao,
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 banho-maria a 60 °C por 1 h e filtrado,
mantendo-se posteriormente o extrato sob refrigeracdo. Foi feito o fracionamento
deste por meio de gradiente de polaridade, a partir do qual foram obtidas as fracdes
hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica. Nessas fracfes
pesquisaram-se alcaloides, leucoantocianidinas, glicosideos flavénicos, cumarinas,
iridoides, antraquinonas e esteroides e/ou triterpenoides.

O extrato aquoso a 20% (m/v) foi preparado com o material vegetal triturado
colocado em contato com agua destilada em banho-maria a 60 °C por 1 h. O
macerado foi filtrado e mantido sob refrigeragcdo. Nesse extrato foi pesquisada a
presenca de glicosideos antocianicos e cianogénicos, saponinas, taninos
(hidrolisaveis e condensados) e acidos fixos. Para a investigacédo de acidos volateis,
utilizou-se extrato aquoso a 20% (m/v), obtido por meio de maceracdo sob

refrigeracdo por cerca de 72 h. As técnicas empregadas foram as seguintes:
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e Pesquisa de alcaloides
Foram utilizados os reativos Mayer (iodo-mercurato de potassio), Dragendorff
(iodo-bismutato de potassio), Bouchardat (iodo-iodeto de potassio) e Bertrand (acido
silico-tungstico) para detectar a presenca de alcaloides por meio de turvagdo a

precipitagéo.

e Pesquisa de leucoantocianidinas
As fracdes provenientes do extrato hidroalcodlico foram levadas a secura e
aguecidas a ebulicdo com acido cloridrico concentrado. O desenvolvimento de

coloracdo vermelha representa reacao positiva para leucoantocianidinas.

e Pesquisa de glicosideos flavénicos
A pesquisa de glicosideos flavonicos foi realizada por meio das reacdes de
Shinoda, Taubock e Pacheco, as quais indicam a presenca de flavonas, flavanonas,
flavondis, di-hidroflavondis e derivados antocianicos pela formacdo de diferentes

coloracoes.

e Pesquisa de cumarinas
O material foi depositado em papel de filtro e alcalinizado e a formacéo de

fluorescéncia azul ou verde-amarelada sob luz ultravioleta é indicativa de cumarinas.

e Pesquisa de iridoides
A pesquisa de iridoides foi realizada por reacdo com floroglucinol, acido

sulfdirico concentrado e vanilina.

e Pesquisa de antraquinonas
Realizou-se a reacdo de Borntrager, em que antraquinonas livres em meio

basico sdo evidenciadas pela coloracéo vermelha.

e Pesquisa de esteroides e/ou triterpenoides
Foi efetuada a reacao de Liebermann-Burchard para a deteccao de esteroides
elou triterpenoides e, diante da positividade desta, a reacdo de Keller-Kiliani para

desoxiagucares.
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e Pesquisa de glicosideos antocianicos
Aliguotas do extrato foram ajustadas a pH neutro, acido e alcalino e a

presenca de glicosideos antocianicos € detectada pela mudanca de coloracao.

e Pesquisa de glicosideos cianogénicos
ApoGs acidificagdo e aquecimento do extrato, a hidrolise dos glicosideos
cianogénicos é responsavel pela formacdo de &cido cianidrico, o qual € revelado

pela cor vermelha em contato com papel picro-sédico.

¢ Pesquisa de saponinas
Agitando-se energicamente o extrato aquoso, a formacdo de espuma

persistente indica a presenca de saponinas.

e Pesquisa de taninos
A pesquisa de taninos (hidrolisaveis e condensados) foi efetuada com cloreto
férrico, e no caso de reacdo positiva ocorre desenvolvimento de coloragcédo azul ou

verde.

e Pesquisa de acidos fixos
O desenvolvimento de coloracdo alaranjada apOs adicdo de reagente de

Nessler determina reacdo positiva para acidos fixos.

e Pesquisa de 4cidos volateis
O extrato acidificado foi levado ao banho-maria a 60 °C e o desenvolvimento

de coloracéo vermelha em papel indicador revela a presenca de acidos volateis.

3.3.2 Parametros farmacognadsticos

Como parametros farmacognosticos foram determinados perda por

dessecacdo, cinzas totais e residuo dessecado, sendo o0s ensaios realizados em
triplicata (FB 5, 2010).
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A determinacdo da perda por dessecacado, para quantificar o teor de agua e
substancias volateis presentes no vegetal seco e triturado, foi conduzida pelo
método gravimétrico a 100 °C até peso constante. O resultado foi calculado em
porcentagem de agua e substancias volateis em relacdo ao material vegetal original.

O método gravimétrico também foi empregado para a determinacdo do teor
de cinzas totais, conduzido em mufla a 600 °C por 6 h. O resultado foi calculado em
porcentagem de cinzas em relacdo ao material vegetal original.

Para a analise do residuo dessecado foi utilizado o extrato etanolico bruto,
obtido conforme descrito a seguir, e o teor foi estabelecido pela diferenca de peso da
aliguota antes e ap0s a evaporacdo em estufa a 100 °C, até peso constante.

e Extrato etanolico bruto

A preparacdo do extrato etandlico bruto foi feita separadamente de folha e
caule, com etanol a 96 °GL, em refluxo continuo por 6 h, a 50 °C, em aparelho de
Soxhlet modificado (CARVALHO, 2001).

3.3.3 Isolamento e identificacdo de compostos quimicos

Para o isolamento e identificacdo de compostos quimicos, foram utilizadas as
fracGes obtidas do extrato etandlico bruto de folha e caule, em aparelho de Soxhlet
modificado, pelo método de particdo liquido-liquido que ocorreu em ordem crescente
de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila), sendo a fragao
remanescente a hidroalcodlica (CARVALHO, 2001). As fracdes foram submetidas a
métodos de separacdo por cromatografia em coluna e a analises por cromatografia
em camada delgada e ressonancia magnética nuclear (RMN tH e 13C).

O extrato etandlico bruto e as fracdbes foram levados a secura em
rotaevaporador e banho-maria a 60 °C para o armazenamento e foram utilizados

para realizar os testes das atividades antioxidante e biolégicas.
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3.3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das
fracOes, foram utilizados os métodos do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (SILVA,
BORGES; FERREIRA, 1999; MENSOR, 2001), do complexo fosfomolibdénio
(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999) e das espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (MORAIS et al., 2006).

Para o método do DPPH, o extrato etandlico bruto e as fragcbes foram
ressuspensos em etanol. Vitamina C (Merck®) e rutina (Merck® foram utilizados
como padrdes. A porcentagem da atividade antioxidante das amostras testadas foi
obtida com os valores de absorbancia (A) em espectrofotbmetro a 518 nm por meio
da formula: % inibicdo DPPH = 100 - [(Aamostra - Abranco) / Acontrole]-

Por regresséo linear foi determinada a concentragdo inibitéria média (ICso),
que corresponde as médias de trés repeticbes *+ desvio padrdao. Para verificar a
diferenca estatistica entre as amostras foi aplicado o teste estatistico ANOVA e para
a localizacdo das diferencas o teste de Tukey (p<0,05) (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999; MENSOR, 2001).

No método de formagcdo do complexo fosfomolibdénio (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999), as amostras foram ressuspensas em metanol a uma concentracéo
de 200 pg/mL. Foram utilizados como padrdes vitamina C (Merck®) e rutina
(Merck®). Ap6s adicdo da solucdo reagente do complexo fosfomolibdénio,
realizaram-se as leituras de absorbancia (A) em espectrofotdbmetro a 695 nm. Para a
determinacdo da atividade antioxidante relativa a vitamina C em porcentagem
(AAR%) foi utilizada a formula: AAR% = (Aamostra/ Avitamina c) X 100.

A atividade antioxidante da rutina foi calculada dividindo-se o seu valor de
absorbéancia pelo valor de absorbancia da atividade padrao da vitamina C, utilizando
a formula anterior.

O método das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) foi realizado
segundo Morais et al. (2006) com modificacbes. Ao extrato etandlico bruto e as
fracOes, solubilizados em etanol (70 ug/mL), foram adicionados agua, gema de ovo a
5% (m/v) em solucéo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,55% (m/v), cloreto de
2,2’-azo-bis-2-amidinopropano (ABAP) 0,035 M, &cido acético a 20% (v/v) e acido
tiobarbittrico (TBA) a 0,4% (m/v) em SDS a 0,55% (m/v). As amostras foram
aguecidas em banho-maria a 95 °C por 1 h. Apos resfriamento foi adicionado
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1-butanol, os tubos foram centrifugados e, em seguida, foi realizada a leitura da
absorbéancia (A) do sobrenadante em espectrofotometro a 532 nm. Como branco foi
utilizado o 1-butanol, como controle negativo foi utilizada a mesma solucéo, onde a
amostra foi substituida por metanol, e como padrao positivo foi utilizado 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxitolueno (BHT, Merck®). O teste foi realizado em quintuplicata. Obteve-
se o indice antioxidante das amostras testadas em porcentagem (IA%) por meio da
formula: 1A% = [1- (Aamostra / Acontrole negativo)] X 100.

3.4 ESTUDO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana, o teste de toxicidade
frente a Artemia salina e as analises de atividade hemolitica foram conduzidos com
o0 extrato etandlico bruto e fracBes, obtidos separadamente de folha e caule,
enguanto que para a avaliacdo da motilidade gastrointestinal e da atividade protetora
gastrica in vivo foi utilizado apenas o extrato etandlico bruto de folha. O extrato bruto

e as fracdes foram preparados como descrito nos itens 3.3.2 e 3.3.3.

3.4.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) (ANVISA, 2003) adaptado. Foram inoculadas
bactérias em caldo BHI (brain heart infusion), sendo a concentracdo de micro-
organismos ajustada em comparac¢ao com o tubo 0,5 da escala de McFarland, para
padronizacdo dos indculos de Staphylococcus aureus ATCC® 25923, S. epidermidis
ATCC® 12228, Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC®
9027 e Salmonella Typhimurium ATCC® 14028. A mesma metodologia foi utilizada
com o fungo Candida albicans SC5314, substituindo-se o meio de cultura por caldo
Sabouraud.

Microplacas contendo os indculos em contato com o extrato etandlico bruto e
as fracbes de folha e caule, nas concentracbes de 400, 200, 100, 50, 25 e
12,5 pg/mL, foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C e o crescimento

microbiano foi observado a olho nu apos 24 e 48 h de incubacdo. A presenca de
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turbidez nos orificios foi interpretada como prova negativa de efeito inibitorio do
extrato etandlico bruto ou das fragbes. O conteldo do pogo onde a minima
concentracdo da amostra inibiu o crescimento microbiano foi transferido para uma
placa de Petri contendo agar BHI ou Sabouraud. As placas foram incubadas em
estufa a 35 °C por 24 h. A detecgédo de presenca microbiana na placa indica que a
amostra possui capacidade de inibicdo do crescimento, enquanto que auséncia
microbiana indica que a amostra possui capacidade de provocar a morte celular dos

micro-organismos.

3.4.2 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

O teste foi realizado em triplicata com o extrato etandlico bruto e as fracdes
hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica, separadamente de folha e
caule, diluidos nas concentracdes de 1000, 100 e 10 ppm. O controle positivo foi
feito com sulfato de quinidina (Merck®) e o negativo com etanol. Apés a eclosdo dos
ovos de Artemia salina, 30 nauplios foram colocados em contato com cada uma das
diluicbes do extrato etandlico bruto e das fragbes por 24 h (MEYER, 1982). Os
dados de contagem de nauplios vivos e mortos foram analisados pelo método
estatistico Probit, sendo determinados a dose letal média (DLsy) € o intervalo de
confianca de 95%. As amostras foram consideradas com atividade téxica quando a
DLso foi menor que 1000 ppm (FINNEY, 1956; MEYER, 1982).

3.4.3 Anélise da atividade hemolitica in vitro

3.4.3.1 Atividade hemolitica em placas

A avaliacdo da atividade hemolitica em placas pela difusdo em agar sangue
foi realizada conforme Flach, Karnopp e Corcao (2005) com modificacoes.

O extrato etanolico bruto e as fragcdes hexano, diclorometano, acetato de etila
e hidroalcodlica, separadamente de folha e caule, foram ressuspensos em etanol na
concentracédo de 50 mg/mL. Discos de papel estéreis foram impregnados com 20 uL

de cada solucdo e foram secos para a evaporacdo do solvente. Os discos
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preparados foram posicionados em placas de &gar sangue comerciais, as quais
permaneceram em estufa a 37 °C por 24 h. ApGs esse periodo foi observada a
formacdo de halos de hemolise. Saponina (Merck®) foi utilizada como controle e
discos impregnados com o solvente utilizado também foram submetidos ao teste

para descartar a influéncia deste.

3.4.3.2 Atividade hemolitica em tubos

O teste de atividade hemolitica em tubos foi realizado conforme metodologia
descrita na FB 5 (2010) em triplicata.

Ao extrato etandlico bruto e as fracdes de folha e caule, nas concentracdes de
1000, 500, e 200 pg/mL em tampao salina-fosfato (PBS), alternativamente
adicionado de dimetilsulféxido (DMSO), foi acrescentado 1 mL de sangue de
carneiro comercial lavado. ApéOs leve agitacdo e centrifugacdo observa-se a
ocorréncia de hemodlise, caracterizada pela coloracdo avermelhada do liquido

sobrenadante em cada tubo. Como controle foi utilizada saponina (Merck®).

3.4.4 Avaliagdo da motilidade gastrointestinal in vivo
3.4.4.1 Animais

Os testes foram realizados com camundongos (Mus musculus, variedade
Swiss) adultos, machos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério da
Pontificia Universidade Catélica do Parand, mantidos sob condigbes controladas de
temperatura e iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12 h), com acesso livre a agua e
racao.
Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catodlica do Parana e receberam registro de
aprovacao CEUA/PUCPR n° 674.
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3.4.4.2 Método para a avaliacdo da motilidade gastrointestinal in vivo

A avaliagdo da motilidade gastrointestinal in vivo consistiu na administracao
oral de um marcador colorido semissolido (vermelho de fenol em
carboximetilcelulose) a camundongos (8 animais por grupo) em jejum de 12 h, que
foram tratados de acordo com 0s seguintes grupos: atropina subcutanea (3 mg/kg),
solucéo salina (veiculo), e as doses do extrato etandlico bruto de folha (500, 100 e
20 mg/kg) por via oral, além de um grupo controle tempo zero que foi eutanasiado
logo apdés a administragdo do marcador colorido. Apés 1 h dos tratamentos, foi
administrado o marcador colorido e ap6s 15 min os animais foram eutanasiados por
injecdo intracardiaca de quetamina em associacao com xilazina.

Pela quantificacdo do marcador que permanece no estdmago durante um
periodo de tempo determinou-se o perfil do esvaziamento gastrico de semissadlidos e
pela observacédo do trajeto do mesmo no intestino delgado durante um periodo de
tempo foi possivel avaliar o transito intestinal, conforme metodologias descritas a
seguir. Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, a andlise de
variancia foi feita pelo método ANOVA e os grupos foram comparados utilizando-se
o teste de Tukey (p<0,05) (STICKNEY; NORTHUP, 1959: SCARPIGNATO;
CAPOVILLA; BERTACCINI, 1980).

3.4.4.3 Esvaziamento géastrico de semissolidos

A avaliacdo do esvaziamento gastrico foi realizada conforme metodologia de
Scarpignato, Capovilla e Bertaccini (1980) com adaptacdes, com 0s grupos citados
anteriormente, além de um grupo controle tratado com metoclopramida (30 mg/kg)
por via oral.

Apés realizacdo dos procedimentos descritos, a cavidade abdominal foi
aberta, o piloro e a parte distal do eséfago foram pingados, o estbmago retirado com
seu conteudo, aberto, raspado e lavado com agua destilada. O material estomacal
foi centrifugado e ao sobrenadante adicionou-se hidroxido de sodio 1 N (NaOH). Os
resultados foram obtidos por leitura espectrofotométrica a 560 nm, e expressos em

guantidade de marcador colorido por mililitro de contetdo gastrico.



39

3.4.4.4 Transito intestinal

A avaliacdo do transito intestinal foi realizada conforme metodologia de
Stickney e Northup (1959). O teste foi realizado com o0s grupos mencionados além
de um grupo controle tratado com neostigmina (20 pg/kg) subcutanea.

Ap6s os procedimentos descritos, o intestino delgado foi removido e
estendido. Com auxilio de uma régua, determinou-se o comprimento total do
intestino delgado de cada animal (distancia entre o piloro até a valvula ileocecal), e a
distancia percorrida pelo marcador. Os resultados foram expressos em porcentagem
da distancia percorrida pelo marcador em relagcédo ao comprimento total do intestino

delgado.

3.4.5 Avaliacéo da atividade protetora gastrica in vivo

3.4.5.1 Animais

Os testes foram realizados com ratos (Rattus norvegicus, variedade Wistar)
adultos, fémeas, pesando entre 150-200 g, provenientes do Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, mantidos sob condicdes controladas de
temperatura e iluminacéo (ciclo claro/escuro de 12 h), com acesso livre a agua e
racao.

Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Paranad e receberam registro de
aprovacdo CEUA/PUCPR n° 674.

3.4.5.2 Lesao gastrica aguda induzida por etanol

No modelo de leséo gastrica induzida por etanol (ROBERT et al., 1979), ratas
(8 animais por grupo) foram tratadas com: solucdo salina (veiculo), omeprazol (40
mg/kg), e com o extrato etandlico bruto de folha nas doses de 500, 100 e 20 mg/kg
por via oral, 1 h antes da administracéo oral de etanol absoluto (0,5 mL). Os animais

foram eutanasiados, por injecédo intracardiaca de quetamina e xilazina, 1 h apos a
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inducéo da lesdo por etanol. Os estdmagos foram removidos e a extensao da leséo
géastrica hemorragica foi mensurada com auxilio do programa Image-Pro Plus. As

analises estatisticas foram feitas pelo método ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

3.4.5.3 Determinacdo do indice de peroxidacdo lipidica em modelo de Ulcera

induzida por etanol

O indice de peroxidacao lipidica nos estdbmagos submetidos a indugéo de
Ulcera por etanol foi determinada pela quantificacdo de espécies reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), presentes no tecido lesionado. O teste visou avaliar se a
atividade antioxidante do extrato etandlico bruto de folha foi determinante para a
atividade protetora gastrica observada, reduzindo os danos teciduais pela prevencao
da peroxidacéo lipidica induzida por etanol.

Os estdbmagos foram triturados individualmente e a 1500 uL do homogenato
foram acrescidos: 500 pyL de cloreto de potassio (0,15 M), 0,2 mL de SDS (8,1%
m/v); 1,5 mL de acido acético (20% v/v, pH 3,5) e 1,5 mL de TBA (0,8% m/v). As
amostras foram mantidas em banho-maria, a 95 °C, por 1 h e apdés resfriamento,
foram acrescidos 2 mL de 1-butanol. O material foi agitado e centrifugado a 9700
rom, por 10 min. A absorbancia da camada organica foi obtida a 532 nm. Como
controle foi utilizado BHT. Os resultados foram expressos em relacdo a quantidade
de proteinas presente na amostra e expressos em porcentagem de TBARS por ug
de proteina (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979, modificado). As andlises estatisticas
foram feitas pelo método ANOVA e pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

As folhas de Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg, Myrtaceae,
apresentam filotaxia oposta e coloragdo verde-escuro, medindo 5-12 cm de
comprimento por 2-4 cm de largura. Sdo simples, simétricas, oblongas a ovadas,
possuem apice e base agudos, margem inteira e textura subcoriacea. Os peciolos
Sao normais, ou seja, sem engrossamentos ou bordas, e curtos com 0,3-0,8 cm de
comprimento. A nervacao € reticulada do tipo camptédromo-broquidédromo, em que
as nervuras secundarias ndo terminam nas margens, algumas formando arcos com

as terminac@es das nervuras vizinhas (FIGURAS 5-7).

5
FIGURAS 5-7 — Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE: 5. RAMO
REPRODUTIVO APICAL; 6. FOLHA - FACE ADAXIAL (ad); 7. FOLHA - FACE ABAXIAL (ab).
BARRA =5cm (5), 1 cm (6, 7)

Em vista frontal, a epiderme foliar é revestida com uma cuticula lisa (FIGURA
11), as células epidérmicas séo levemente onduladas na face adaxial (FIGURA 8) e
sinuosas na superficie abaxial (FIGURA 10). Tricomas tectores unicelulares
(FIGURAS 9, 11) com cuticula estriada (FIGURA 12), paredes espessadas e apice

agudo sdo encontrados principalmente na face abaxial, onde estdo inseridos
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preferencialmente sobre as nervuras (FIGURA 9). A folha é hipoestomatica
(FIGURAS 8, 10), os estdbmatos sdo paraciticos e possuem uma crista cuticular
externa nitida (FIGURAS 13, 17).

FIGURAS 8-13 — Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, FOLHA EM
VISTA FRONTAL: 8. FACE ADAXIAL DA EPIDERME; 9, 10. FACE ABAXIAL DA EPIDERME; 11.
PORMENOR DE TRICOMA E ESTOMATOS (MEV); 12. DETALHE DA CUTICULA RUGOSA DE
TRICOMA (MEV); 13. ESTOMATO COM CRISTA CUTICULAR EXTERNA (MEV). ABREVIATURAS:
ab- FACE ABAXIAL, ad- FACE ADAXIAL, es- ESTOMATO, tr- TRICOMA. BARRA = 50 um (8, 10),
100 pum (9)
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Em seccdo transversal da regido internervural, a epiderme € uniestratificada
(FIGURAS 14-16), com células alongadas periclinalmente e aquelas da face adaxial
possuem as paredes anticlinais comparativamente maiores que as da face abaxial
(FIGURA 16). Os estbmatos se inserem levemente acima das células circunvizinhas
(FIGURAS 14, 15, 17). O mesofilo é dorsiventral (heterogéneo assimétrico),
consistindo de um estrato de parénquima palicadico, que compreende 50% do
clorénquima, e cerca de trés camadas de parénquima esponjoso (FIGURAS 14-16).
Estdo presentes feixes vasculares colaterais de médio porte com bainha
esclerenquimética transcurrente (FIGURA 15), feixes vasculares colaterais de
pequeno porte com bainha parenquimatica e cavidades secretoras, as quais sao
usualmente encontradas junto a face abaxial (FIGURA 15) e possuem contetdo de
natureza lipofilica. S&o encontrados, ainda, idioblastos contendo grandes cristais
prismaticos de oxalato de calcio, inseridos usualmente no parénquima pali¢cadico,
mas que podem atingir toda a altura do mesofilo (de uma face a outra da epiderme)
(FIGURAS 14,15).
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FIGURAS 14-17 — Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, LIMBO DA
FOLHA EM SECCAO TRANSVERSAL: 14-16. REGIAO INTERNERVURAL, MOSTRANDO
MESOFILO DORSIVENTRAL, FEIXE VASCULAR DE MEDIO PORTE E CRISTAIS PRISMATICOS
DE OXALATO DE CALCIO; 17. DETALHE DE ESTOMATO. ABREVIATURAS: be- BAINHA
ESCLERENQUIMATICA, cs- CAVIDADE SECRETORA, ep- EPIDERME, es- ESTOMATO, fx- FEIXE
VASCULAR, pe- PARENQUIMA ESPONJOSO, pp- PARENQUIMA PALICADICO, pr- CRISTAL
PRISMATICO. BARRA = 50 pm (14-16), 20 um (17)

A nervura central, em secc¢édo transversal, apresenta contorno plano-convexo
(FIGURA 18), epiderme uniestratificada, com células alongadas anticlinalmente e de
paredes periclinais externas convexas (FIGURAS 20, 21), e na sequéncia é
observado colénquima angular. Possui um unico feixe vascular em arco aberto,
bicolateral, circundado por uma bainha esclerenquimatica continua (FIGURAS 18,
19). Idioblastos contendo drusas e cristais prismaticos de oxalato de célcio e

cavidades secretoras estao presentes (FIGURAS 21-23).
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CENTRAL EM SECCAO TRANSVERSAL: 18. ILUSTRAGAO DO CONTORNO PLANO-CONVEXO E
DA PRESENCA DE UM UNICO FEIXE VASCULAR BICOLATERAL; 19. PORMENOR DE PARTE DO
FEIXE VASCULAR; 20, 21, 23. CRISTAIS DE OXALATO DE CALCIO; 22. DETALHE DE CAVIDADE
SECRETORA COM CONTEUDO LIPOFILICO EM REACAO COM SUDAN. ABREVIATURAS: be-
BAINHA ESCLERENQUIMATICA, cs- CAVIDADE SECRETORA, ct- CUTICULA, dr- DRUSA, ep-
EPIDERME, fle- FLOEMA EXTERNO, ca- COLENQUIMA ANGULAR, fx- FEIXE VASCULAR, pr-
CRISTAL PRISMATICO, tr- TRICOMA, xi- XILEMA. BARRA = 200 pm (18), 100 pum (19), 50 pm (20-
23)
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Em seccao transversal, o peciolo apresenta formato praticamente circular,
sendo levemente achatado na face adaxial. O aspecto do sistema de revestimento €
semelhante ao da nervura central. H4 a presenca de grandes cavidades secretoras
junto a face abaxial e numerosos idioblastos contendo cristais prismaticos e drusas
de oxalato de célcio (FIGURAS 25-27). O feixe vascular é bicolateral, em arco
fechado, algumas vezes apresentando-se subdividido, circundado por uma bainha
perivascular constituida de células parenquimaticas e esclerenquimaticas (FIGURAS

24, 27). Compostos fendlicos foram encontrados em diferentes partes da folha.

FIGURAS 24-27 — Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, PECIOLO
EM SECCAO TRANSVERSAL: 24. FEIXE VASCULAR BICOLATERAL EM ARCO FECHADO; 25, 26.
CRISTAIS DE OXALATO DE CALCIO; 27. PORMENOR DO FEIXE VASCULAR BICOLATERAL.
ABREVIATURAS: cs- CAVIDADE SECRETORA, dr- DRUSA, ep- EPIDERME, fle- FLOEMA
EXTERNO, fli- FLOEMA INTERNO, pr- CRISTAL PRISMATICO, xi- XILEMA. BARRA = 100 pm (24),
50 um (25-27)
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O caule, em estrutura secundaria incipiente, possui sec¢do transversal
circular. A epiderme persiste, encontrando-se em fase de destacamento em algumas
areas. Nas camadas subepidérmicas, sdo observados parénquima cortical e
grupamentos de fibras (FIGURA 28). O felogénio tem origem nos estratos de
posi¢cdo mediana do coértex, formando para a periferia suber, que consiste de células
pouco achatadas e de paredes evidentemente espessadas, suberizadas e
lignificadas (FIGURAS 28, 29). Na sequéncia, observam-se colénquima angular e
parénquima cortical. O cilindro vascular constitui-se de floema externo, xilema e
floema interno (FIGURAS 28-31), sendo esses sistemas de conducdo percorridos
por raios estreitos. O xilema é totalmente lignificado e possui elementos traqueais de
pequeno diametro (FIGURAS 28, 29). A medula é parenquimatica (FIGURAS 30, 31)
e apresenta amiloplastos. ldioblastos contendo cristais prismaticos e drusas de
oxalato de calcio ocorrem no cortex, no floema externo e na medula (FIGURAS 29-
31). Foram detectados compostos fendlicos em diversos tecidos caulinares.
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FIGURAS 28-31— Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, CAULE EM
SECCAO TRANSVERSAL: 28, 29. ORGANIZACAO PERIFERICA CAULINAR, COM DESTAQUE
PARA SUBER E SISTEMA VASCULAR; 30, 31. DETALHE DA PARTE CENTRAL CAULINAR,
INDICANDO FLOEMA INTERNO E MEDULA. ABREVIATURAS: ca- COLENQUIMA ANGULAR, cx-
CORTEX, dr- DRUSA, fle- FLOEMA EXTERNO, fli- FLOEMA INTERNO, gf- GRUPAMENTO DE
FIBRAS, me- MEDULA, pc- PARENQUIMA CORTICAL, pr- CRISTAL PRISMATICO, su- SUBER, xi-
XILEMA. BARRA= 100 pm (28, 31), 50 um (29, 30)

A morfologia foliar externa observada é condizente com os aspectos descritos
para a espécie por Legrand e Klein (1977) e Lorenzi (2002). Segundo Klucking (1988
apud Oliveira et al., 2011), margens raramente denteadas e que se apresentam
onduladas podem ocorrer em C. guazumifolia e C. aromatica (Aubl.) Griseb., sendo
também observadas por Oliveira et al. (2011) em C. eugenioides var. desertorum

(Mart. ex DC.) D. Legrand ex Landrum. O padrdao de nervagao foliar constatado,
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denominado camptédromo-broquidédromo, ja foi relatado por Cardoso e Sajo (2006)
e Oliveira et al. (2011), os quais consideraram-no comum para a maioria das
espécies de Campomanesia, e acrescentaram que 0 género apresenta essas
nervuras geralmente impressas na face adaxial e proeminentes na face abaxial.
Essa caracteristica confere sec¢do plano-convexa a nervura central, como relatado
no presente estudo. Segundo esses autores, as nervuras terciarias da espécie
C. guazumifolia apresentam organizacao reticulada ortogonal, na qual seus angulos
de conexdo sédo predominantemente retos, caracteristica que é tipica de algumas
espécies da subtribo Myrtinae. As aréolas, menores areas formadas por nervuras
tercidrias e nervuras de ordens menores, mostram-se imperfeitas quanto ao
desenvolvimento, irregulares quanto a forma e com as vénulas ramificadas e
distribuidas ao acaso, diferentemente do que ocorre em C. schlechtendaliana
(O. Berg) Nied. e C. sessiliflora (O. Berg) Mattos (OLIVEIRA et al., 2011).

Cardoso, Proenca e Sajo (2009), em estudo morfoanatdmico foliar da
subfamilia Myrtoideae, relataram sucintamente caracteristicas comuns entre as
espécies da subfamilia e que foram também observadas no presente trabalho. Tais
autores descreveram a bainha esclerenquimatica que circunda o feixe vascular da
nervura central como descontinua na regido mediana de folha de C. guazumifolia.
No presente estudo, esta apresentou-se continua no terco inferior da folha.

Gomes et al. (2009) analisaram caracteristicas morfoanatdbmicas de folha de
C. adamantium (Cambess.) O. Berg, constatando a presenca de estdomatos
anomociticos e paraciticos, cavidades secretoras junto tanto a face abaxial quanto a
face adaxial, distribuidas ao longo de toda a lamina foliar, idioblastos secretores,
uma a trés camadas subepidérmicas e descontinuas de células maiores do que as
células epidérmicas simulando uma hipoderme e nervura central biconvexa com
feixe vascular em arco quase plano, e auséncia de drusas no mesofilo, o que
distingue essa espécie de C. guazumifolia.

A presenca de cavidades secretoras foi descrita por Metcalfe e Chalk (1950)
como uma caracteristica notavel da familia Myrtaceae e foi constatada no presente
estudo no mesofilo junto a face abaxial da regido internervural, da nervura central e
do peciolo, apresentando contetdo de natureza lipofilica. Heskes et al. (2012)
avaliaram o conteudo de cavidades secretoras de espécies de Myrtaceae e

identificaram oleuropeina esterificada com glicose, comum em Eucalyptus spp., que
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pode estar relacionada com a defesa da planta e, por ser um composto
biologicamente ativo, pode ser de interesse em produtos naturais.

A presenca de cristais prismaticos e drusas também é comum na familia
(METCALFE; CHALK, 1950; CRONQUIST, 1981) e na subfamilia Myrtoideae
(CARDOSO; PROENCA; SAJO, 2009), porém ainda ndo foram relatados em
literatura cristais prisméaticos como 0s observados na espécie analisada, os quais
sao de natureza de oxalato de calcio e podem atingir toda a espessura do mesofilo.

O peciolo, em seccdo transversal, apresentou algumas caracteristicas
divergentes daquelas descritas por Oliveira et al. (2011), pesquisadores que
relataram o contorno concavo-convexo comum para o género, pois observou-se no
presente estudo contorno praticamente circular, levemente achatado na face adaxial.
Além disso, os autores citam o feixe vascular como aberto e indiviso, ao contrario do
observado, fato de analise relevante ja que a configuracdo do arco vascular no
peciolo representa importante parametro de diferenciacéo e divisdo de espécies em
taxons. Oliveira et al. (2011) descreveram a extremidade do arco vascular fletida em
C. guazumifolia similar a das espécies C. guaviroba (DC.) Kiaersk., C. laurifolia
Gardner e C. xanthocarpa (Mart.) O. Berg. Adicionalmente, revelaram a presenca de
uma bainha perivascular constituida de células mistas (parenquimaticas e
esclerenquimaticas), ausente apenas em C. ilhoensis Mattos e C. velutina
(Cambess.) O. Berg.

Caracteristicas estruturais podem estar sujeitas a variacbes ambientais
(CUTTER, 1986) e, a titulo de ilustracédo, Krupek e Lima (2012), visando avaliar a
influéncia do fator luminosidade sobre folhas de C. xanthocarpa, constataram
diferencas quantitativas entre folhas de diferentes ambientes, como desenvolvimento
e tamanho do limbo foliar e densidade de estdmatos.

A organizacao estrutural do caule de C. guazumifolia corresponde a descricédo
geral de Metcalfe e Chalk (1950) para a familia Myrtaceae, sendo o felogénio
originado na por¢cdo mediana do cortex, como em espécies de Psidium, cilindro
vascular formado por cilindros continuos de floema externo, xilema e floema interno
percorridos por raios estreitos e abundante presenca de cristais nos tecidos néo
lignificados. Nao foram encontrados em literatura estudos referentes aos aspectos
morfoanatdomicos de caule do género Campomanesia, tornando sua investigacao de
grande importancia para a determinacdo de paramentros para identificacdo da

espécie por meio de material caulinar.
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4.2 ESTUDO FITOQUIMICO

4.2.1 Prospeccao fitoquimica

Na prospeccao fitoquimica do extrato aquoso a 20% (m/v) e das frag6es do
extrato hidroalcodlico a 20% (m/v), tanto de folha quanto de caule, foi observada a
presenca dos seguintes compostos: glicosideos flavonicos, iridoides, esteroides e/ou
triterpenoides e saponinas. Adicionalmente, o extrato de folha revelou taninos,
enquanto que o de caule exibiu leucoantocianidinas.

Metcalfe e Chalk (1950) descreveram a abundéancia de taninos nos tecidos de
Myrtaceae como algo comum para a familia. Como observado na presente analise,
Muller et al. (2012) também demonstraram a presenca de taninos e saponinas em
folha de C. guazumifolia mas, em contraposi¢ao, relataram auséncia de glicosideos
flavonicos. Em estudo de triagem fitoquimica, Adati (2001) revelou a presenca de
taninos, flavonoides, saponinas e 6leo essencial em folha de C. phaea (O. Berg)
Landrum, na qual o teor de taninos foi de 13,31% no extrato hidroalcodlico bruto e
de 13,62% em folha pulverizada. Madalosso et al. (2012) identificaram flavonoides e
taninos em folha de C. lineatifolia Ruiz et Pav., sendo os flavonoides mais
abundantes na fracdo acetato de etila e os taninos mais abundantes no extrato
etandlico bruto. Barbosa (2009) doseou os compostos fendlicos presentes em folha
de C. lineatifolia e constatou uma maior propor¢do de taninos em relacdo aos
flavonoides, sendo que o extrato etandlico bruto, obtido por percolacdo com etanol
96 °GL, apresentou concentracdes bem mais elevadas dessas substancias do que o
pé da planta, mostrando que a metodologia empregada foi eficiente na extracéo
desses componentes. Coutinho et al. (2010) relataram a presenca de flavonoides em
folha de C. adamantium e demonstraram que ocorre uma variagdo sazonal nos
teores de tais compostos que pode estar relacionada com o desenvolvimento da
planta ao longo das esta¢ces do ano. Markman, Bacchi e Kato (2004) evidenciaram
a presenca de flavonoides, saponinas e taninos no extrato etandlico de folha de
C. xanthocarpa. Dessa forma, os resultados obtidos para C. guazumifolia sao

condizentes ao previamente relatado.



53

4.2.2 Parametros farmacogndsticos

Os valores dos parametros farmacognosticos determinados (perda por
dessecacao, cinzas totais e residuo dessecado) estdo expressos pelas médias +

desvio padréo e sumarizados na TABELA 1.

TABELA 1 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS FARMACOGNOSTICOS DE FOLHA E CAULE
DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE

PARAMETRO
: : Residuo dessecado do extrato
Perda por dessecacgéo Cinzas totais o
AMOSTRA (%) %) etandlico bruto
0 0
° ° (%)
FOLHA 9,08 + 0,15 8,33+ 0,08 13,81+ 0,32
CAULE 9,20 + 0,33 3,41+ 0,15 1,53+ 0,02

A determinacdo da perda por dessecacao permite avaliar a quantidade de
agua e substancias volateis presentes no material vegetal, sendo que o teor maximo
estabelecido nas diferentes farmacopeias varia entre 8 e 14%, pois 0 excesso de
umidade em matérias-primas vegetais pode causar a degradacdo de constituintes
qguimicos pela acdo enzimatica, além de possibilitar o desenvolvimento de fungos e
bactérias. O teor de cinzas totais determina a porcentagem de substancias
inorganicas intrinsecas do vegetal e extrinsecas (ndo fisioldgicas), sendo um
parametro importante na deteccdo de impurezas inorganicas e contaminantes. No
presente estudo, o alto teor de cinzas totais observado em folha de C. guazumifolia
esta relacionado a presenca abundante de cristais de oxalato de calcio. O residuo
dessecado do extrato etandlico bruto permite avaliar o rendimento obtido pelo
método de extracdo e apresenta-se reduzido no material proveniente de caule
devido & presenca de substancias ndo extraiveis pelo método, como lignina e
celulose. Dessa maneira, tais parametros constituem analises fundamentais ao

controle de qualidade de drogas vegetais (WHO, 1998; FARIAS, 2010; FB 5, 2010).
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4.2.3 Isolamento e identificacdo de composto quimico

Um composto quimico de aspecto amorfo, cor amarelada e aroma citrico foi
isolado da fracdo acetato de etila de folha de C. guazumifolia e identificado. Tal
composto foi selecionado para identificagdo por ter cristalizado durante a
evaporacao lenta do solvente. O composto foi identificado como miricitrina (FIGURA
32) pela comparacdo dos resultados da analise por RMN *H e *C com a literatura.

Para a purificacdo da miricitrina, a fracdo acetato de etila foi submetida a
cromatografia em coluna de silica-gel 60 e como fase mével foi utilizada uma mistura
de acetato de etila e hexano 70:30 (v/v), seguindo-se concentracfes de polaridade
crescente na ordem de 5% até chegar a 100% de acetato de etila. Utilizou-se entéo
uma mistura de acetato de etila e metanol 95:5 (v/v), e posteriormente empregaram-
se concentracdes de polaridade crescente na ordem de 5% até chegar a 100% de
metanol. As aliquotas foram recolhidas em frascos numerados. As porc¢des foram
submetidas a cromatografia em camada delgada e as semellhantes foram reunidas.
Os conteudos dos frascos 42-53, coletados com a utilizacdo das fases moveis
acetato de etila e metanol 95:5 e 90:10 (v/v), foram reunidos, concentrados em
banho-maria e submetidos a separacdo em coluna Sephadex LH20. As aliquotas
foram reunidas por similaridade de composi¢do visualizada em CCD. O conteudo
dos frascos 6-11 foi reunido e filtrado, obtendo-se 0,1069 g de um p6 amarelado, o
qual foi submetido & andlise por RMN *H e *C (FIGURAS 33, 34) e identificado
como miricitrina ou miricetina-3-O-a-ramnosideo (FIGURA 32) pela comparagdo com
a literatura (TABELA 2).

HO

FIGURA 32. ESTRUTURA QUIMICA DA MIRICITRINA
LEGENDA: Rha- RAMNOSE
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FIGURA 33. REPRESENTACAO GRAFICA DO ESPECTRO DE RMN 'H PARA O COMPOSTO
ISOLADO MIRICITRINA (200 MHz, CD30D)
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FIGURA 34. REPRESENTACAO GRAFICA DO ESPECTRO DE RMN *C PARA O COMPOSTO
ISOLADO MIRICITRINA (200 MHz, CD30D)
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TABELA 2. DESLOCAMENTOS QUIMICOS PARA 'H E *C CORRESPONDENTES A MIRICITRINA

DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm)

H ¥c
POSICAO Isolado Shen, Chen e Lee Isolado Shen, Chen e Lee

(2009) (2009)
2 - - 159,5 159,4
3 - - 136,3 136,3
4 - - 179,7 179,4
5 - - 163,2 163,1
6 6,20 (d, J=2,0 Hz) | 6,18 (d, J=2,1 Hz) 99,8 99,8
7 - - 165,9 165,9
8 6,36 (d, J=2,0 Hz) | 6,34 (d, J= 2,1 Hz) 94,7 94,7
9 - - 158,5 158,4
10 - - 105,9 105,8
1 - - 121,9 121,8
2 6,95 (s) 6,94 (s) 109,6 109,2
3 - - 146,9 146,8
4 - - 137,9 137,8
5 - - 146,9 146,8
6’ 6,95 (s) 6,94 (s) 109,6 109,2
1" 5,31 (d, J=1,2Hz) | 5,30 (d, J= 1,5 Hz) 103,7 103,6
2" 4,22 (d, J=3,2 Hz) - 71,9 71,8
3 3,80 (dd, J=9,2; ) 721 7

3,2)

4” 3,78-3,77 - 73,4 73,3
5” 3,34-3,36 (M) - 72,1 72
6” 0,97 (d, J=6,4 Hz) | 0,96 (d, J= 6,2 Hz) 17,7 17,6

LEGENDA: d- DUBLETO, dd- DUPLO DUBLETO, J- CONSTANTE DE ACOPLAMENTO, m- MULTIPLETO, s- SINGLETO

Raros estudos direcionados ao isolamento e a identificacdo de compostos

presentes em espécies de Campomanesia sao encontrados. Madalosso et al. (2012)

identificaram os compostos catequina e quercitrina na fracdo acetato de etila de

folha de C. lineatifolia e Ferreira et al. (2013) identificaram os compostos miricitrina,

miricetina e quercetina no extrato acetato de etila de folha de C. adamantium.

Em estudo preliminar

de

identificacdo de flavonoides em espécies

pertencentes aos géneros Campomanesia, Calycorectes, Eugenia e Hexachlamys,
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Schmeda-Hirschmann (1995) relatou a presenca de quercitrina em C. xanthocarpa e
C. guazumifolia, rutina em C. xanthocarpa, miricetina-3-O-ramnoglucosideo em
C. guazumifolia e miricitrina nas duas espécies e em C. pubescens (Mart. ex DC.)
O. Berg.

A miricitrina, identificada na fragcdo acetato de etila de folha de
C. guazumifolia, € um flavonoide altamente antioxidante e tem sido empregada em
experimentos a fim de avaliar sua atuacdo em diversos estados patolégicos. Como
exemplo disso, ja foram comprovados para essa substancia os efeitos antipsicotico
(PEREIRA et al., 2011), antinociceptivo (CORDOVA et al., 2011), antigenotdxico
(HAYDER et al.,, 2008) e anti-hiperglicémico (MANAHARAN et al., 2012), entre

outros.

4.2.4 Avaliagéo da atividade antioxidante

4.2.4.1 Método do DPPH

A porcentagem de reducdo do radical DPPH pelo extrato etandlico bruto e
pelas fracdes de folha e caule foi calculada para a avaliagdo da atividade
antioxidante e, por regressao linear, foi possivel determinar a ICsy, ou seja, a
concentracdo da amostra que reduz 50% da concentracdo inicial de DPPH. As
curvas da atividade antioxidante dos padrdes constam nos GRAFICOS 1 e 2 e
aquelas exibidas pelas amostras constam nos GRAFICOS 3-12, os valores de ICs
estdo sumarizados no GRAFICO 13.

As fracdes acetato de etila obtidas do extrato etandlico bruto de folha e caule

demonstraram os melhores resultados.
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GRAFICO 1. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO PADRAO VITAMINA C PELA REDUCAO

DO DPPH
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GRAFICO 2. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO PADRAO RUTINA PELA REDUCAO DO

DPPH
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GRAFICO 3. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE
FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO

DO DPPH
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GRAFI'CO 4. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO HEXANO DO EXTRATO
ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG,
MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 5. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DICLOROMETANO DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 6. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 7. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO HIDROALCOOLICA DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 8. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE
CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO
DO DPPH
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GRAFI’CO 9. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO HEXANO DO EXTRATO
ETANOLICO BRUTO DE CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG,
MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 10. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DICLOROMETANO DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 11. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 12. CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO HIDROALCOOLICA DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 13. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUGCAO DO DPPH DO EXTRATO ETANOLICO
BRUTO E DAS RESPECTIVAS FRACOES DE FOLHA E CAULE DE Campomanesia guazumifolia
(CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE. LEGENDA: VIT. C- VITAMINA C. LETRAS IGUAIS INDICAM
RESULTADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA ESTATISTICA CONSIDERADA PARA
p<0,05)

Observando-se os dados estatisticos dos resultados obtidos (GRAFICO 13),
constatou-se que a atividade antioxidante das fracdes acetato de etila de folha e de
caule é similar a dos padrfes vitamina C e rutina. A fracdo acetato de etila de folha
foi a que apresentou valor de 1Csp mais préximo ao dos padrbes. No entanto, as
fracBes hexano tanto de folha como de caule foram as que apresentaram os valores
de ICso mais elevados, sendo suas atividades antioxidantes pelo método do DPPH
as menos expressivas, iISSO ocorre porque compostos dissolvidos no hexano nao
liberam protons para interagir com o DPPH. A atividade antioxidante do extrato
etanadlico bruto de folha foi estatisticamente igual & da fracdo hidroalcodlica de folha
e essas amostras revelaram valor de 1Csp maior que a dos padrdes e das fragbes
acetato de etila de folha e de caule. O extrato etandlico bruto de caule e as fragdes
diclorometano de folha e de caule e hidroalcoodlica de caule apresentaram valor de
ICso entre 42,4-49,7 pg/mL e estatisticamente similar.

Barbosa (2009) detectou a atividade antioxidande do extrato e das fragdes de

folha de C. lineatifolia e constatou a fragdo hexano como a menos ativa, e a fracédo
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acetato de etila como a mais ativa na reducao do radical DPPH, semelhantemente
ao observado no presente trabalho. Madalosso et al. (2012) também constataram
maior efetividade na reducdo do DPPH pela fracdo acetato de etila de folha da
mesma espécie e, por tal motivo, conduziram um estudo para avaliar a atividade
gastroprotetota in vivo dessa fragdo. Ambos os trabalhos descrevem a presenca de
flavonoides nos extratos, que podem ser 0s compostos responsaveis pela acdo
antioxidante.

Nesta investigacao, a fracdo que apresentou melhor capacidade de reducao
do DPPH foi a fragdo acetato de etila de folha, da qual foi isolado o flavonoide

miricitrina, uma substancia antioxidante.

4.2.4.2 Método do complexo fosfomolibdénio

Para a determinacdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo
fosfomolibdénio foram utilizados o extrato etandlico bruto e as fracdes de folha e
caule, além dos padrfes rutina e vitamina C. O potencial antioxidante das amostras
testadas e da rutina foi calculado em relagdo a vitamina C, cuja atividade foi
considerada 100%.

A fracdo acetato de etila de folha apresentou atividade antioxidante relativa

melhor do que a exibida pelo padréo rutina (GRAFICO 14).
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GRAFICO 14. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS
RESPECTIVAS FRACOES DE FOLHA E CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O.
BERG, MYRTACEAE, PELO METODO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO. LEGENDA: AAR%-

PORCENTAGEM DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA A VITAMINA C. LETRAS IGUAIS
INDICAM  RESULTADOS  ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA  ESTATISTICA
CONSIDERADA PARA p<0,05)

A atividade antioxidante relativa a vitamina C do padrao rutina e do extrato
etandlico bruto de caule ndo apresentaram diferenca estatistica e, semelhantemente
aos resultados obtidos para a reducdo do DPPH, a atividade antioxidante das
fracOes acetato de etila, tanto de folha como de caule, mostrou-se a mais efetiva no
método do complexo fosfomolibdénio. O extrato bruto de caule apresentou resultado
similar ao do padrédo rutina. O extrato etandlico bruto de folha e as fragbes
diclorometano de folha e de caule apresentaram resultados estatisticamente iguais e
atividade antioxidante ligeiramente menor do que o padréo rutina e o extrato bruto
de caule. A fragcdo hexano de caule foi a que apresentou menor desempenho
antioxidante por esse método e as fragfes hexano de folha e hidroalcodlica, tanto de
folna como de caule, mostraram-se estatisticamente iguais, com a porcentagem de
atividade antioxidante relativa a vitamina C entre 15,2-16,4% (GRAFICO 14).
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4.2.4.3 Método TBARS

Pelo método das espécies reativas ao acido tiobarbitarico foi possivel
determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das fracdes de folha
e caule, verificando-se sua capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica.

Constatou-se que o0 extrato etandlico bruto e as fracdes de folha
apresentaram potencial antioxidande abaixo daquele obtido pelo padrdo BHT.
Porém, diferentemente dos testes com DPPH e fosfomolibdénio, o extrato bruto e as

fracbes de caule mostraram os melhores resultados (GRAFICO 15).
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GRAFICO 15. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS FRACOES
DE FOLHA E CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, PELO
METODO TBARS. LEGENDA: BHT- 3,5-DI-TERC-BUTIL-4-HIDROXITOLUENO. LETRAS IGUAIS
INDICAM  RESULTADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA  ESTATISTICA
CONSIDERADA PARA p<0,05)

As andlises estatisticas revelaram que a porcentagem de inibicdo da
peroxidacao lipidica das fracbes diclorometano e acetato de etila de folha € similar.
Observou-se no extrato etandlico bruto e nas fracfes de folha um decréscimo da

inibicdo da peroxidagéo lipidica proporcional ao aumento de polaridade da fragéo.
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Em contrapartida, para as amostras provenientes de caule, ndo houve diferenca
estatistica entre o extrato bruto, as frag6es e o padrdo BHT.

Em estudo com extratos de folha de C. adamantium, Coutinho et al. (2010)
avaliaram a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e da peroxidacao lipidica
empregando o sistema [-caroteno/acido linoleico e constataram, para o ultimo
método, uma maior atividade da fracdo acetato de etila. Porém, semelhantemente
ao que ocorreu no presente estudo, 0s extratos hexano apresentaram melhor
atividade sobre a peroxidacéo lipidica do que pelo método do DPPH.

Theodoluz et al. (1988) avaliaram diversas espécies de Myrtaceae em relacao
ao potencial de inibir a enzima xantina oxidase que, durante o0 processo de
conversdo de xantina a acido Urico, produz radicais superoxido, e descreveram
C. gazumifolia como uma das espécies mais ativas na inibicdo dessa enzima,
confirmando sua indicag&o popular no combate a gota.

A espécie C. guazumifolia foi avaliada para constatacdo do seu potencial
antioxidante empregando-se trés métodos: pela reducdo do DPPH, que permite a
avaliacdo da quantidade de amostra necessaria para neutralizar uma determinada
quantidade do radical livre DPPH (NIKI, 2010); pela formagdo do complexo
fosfomolibdénio, que determina a capacidade antioxidante total de uma amostra
frente a uma reacédo de oxirreducao, permitindo avaliar componentes tanto lipofilicos
como hidrofilicos (PRIETO et al., 1999); e pelo método TBARS, determinando-se a
capacidade das amostras testadas em inibir a peroxidacéo lipidica induzida por um
agente oxidante (LIU et al., 1997). Os ensaios determinaram que esta espécie
possui grande potencial antioxidante frente a todos os métodos utilizados e sugere-
se que tal perfil, ao menos em parte, esta relacionado a presenca do antioxidante
miricitrina, identificado na fracdo acetato de etila de folha, e de outros compostos

fendlicos ainda néo identificados nos érgaos vegetativos analisados.
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4.3 ESTUDO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.3.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, o extrato etandlico bruto e as
respectivas fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica de folha
e caule, nas concentracbes de 400, 200, 100, 50, 25 e
12,5 pg/mL, foram testados pelo método de microdiluicdo em caldo com 0s micro-
organismos: Staphylococcus aureus ATCC® 25923, S. epidermidis ATCC® 12228,
Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027, Salmonella
Typhimurium ATCC® 14028 e Candida albicans SC5314.

Nenhuma das amostras, nas concentracdes testadas, mostrou atividade
microbicida, porém algumas delas demonstraram uma redugdo do crescimento

microbiano. Os resultados positivos constam na TABELA 3.

TABELA 3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AMOSTRAS DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E
DAS FRACOES DE FOLHA E CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG,
MYRTACEAE, QUE EXIBIRAM REDUCAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO

MICRO-ORGANISMO / TEMPO DE INCUBAGAO

AMOSTRA/ S. aureus S. Typhimurium S. epidermidis C. albicans

CONCENTRACAO | 24h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

FEB 200 pg/mL

FEB 400 pg/mL

FACE 200 pg/mL

FACE 400 pg/mL

FHID 200 pg/mL

FHID 400 pg/mL

CEB 200 pg/mL

CEB 400 pg/mL

CACE 200 pg/mL

CACE 400 pg/mL

LEGENDA: FEB- EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA, FACE- FRACAO ACETATO DE ETILA DE FOLHA, FHID-
FRACAO HIDROALCOOLICA DE FOLHA, CEB- EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE CAULE, CACE- FRACAO ACETATO DE
ETILA DE CAULE, S. aureus- Staphylococcus aureus, S. Typhimurium- Salmonella Typhimurium, S. epidermidis-
Staphylococcus epidermidis, C. albicans- Candida albicans
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O extrato etanolico bruto de folha apresentou atividade contra S. aureus apos
24 h de incubacgdo na concentracdo de 200 pug/mL e apds 48 h na concentracdo de
400 pg/mL, reduzindo o crescimento celular. Em relacdo a esse micro-organismo, a
fracdo acetato de etila de folha, nas concentracdes de 200 e 400 pg/mL, reduziu o
crescimento bacteriano apos 24 h. A fracdo hidroalcodlica de folha reduziu o
crescimento de S. aureus nas concentracfes de 200 e 400 pg/mL apdés os periodos
de 24 e 48 h respectivamente, além disso, essa fracdo foi eficaz contra
S. Typhimurium, diminuindo o crescimento bacteriano na concentracdo de 400
pug/mL apds 48 h.

Em relacdo as amostras provenientes de caule, o extrato etandlico bruto
reduziu o crescimento de C. albicans nas concentragces de 200 e 400 pug/mL apos
24 h e a fracdo acetato de etila, nessas mesmas concentracfes, reduziu o
crescimento de S. epidermidis ap6s 48 h de incubacéo.

Em estudos com outras espécies de Campomanesia, Adati (2001)
demonstrou a atividade antimicrobiana do extrato bruto de folha de C. phaea pelo
método de microdiluicdo em caldo, o qual inibiu o crescimento de P. aeruginosa na
concentracdo de 125 pg/mL e de C. albicans na concentracdo de 250 pg/mL. Pelo
método de difusdo em &gar, Silva (2011) relatou a atividade antimicrobiana do
extrato acetato de etila de folha de C. xanthocarpa para 0 micro-organismo
Salmonella Typhi na dose de 30 pg. Desoti et al. (2011) estudaram extratos
metandlico, hexano e acetato de etila de folha dessa espécie frente a outros micro-
organismos, a fim de determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM), e reportaram atividade bacteriostatica com
CIM < 62,5 yg/mL para S. aureus e Micrococcus luteus dos extratos hexano e
acetato de etila, além disso, o extrato metandlico apresentou atividade contra
Saccharomyces cerevisiae e C. albicans. Moura-Costa et al. (2012) descreveram a
atividade antimicrobiana de extratos de folha de C. eugenioides (Cambess.)
D. Legrand ex Landrum contra S. aureus e trés especies de Candida, além de
reportarem sua atividade antiviral. Essa espécie também apresentou alta
citotoxicidade in vitro para células VERO, uma linhagem celular derivada do rim de
macaco. O 6leo essencial de C. adamantium pesquisado por Coutinho et al. (2009),
extraido de folha durante os estagios de floracdo e frutificagdo, demonstrou alta

atividade contra S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans.
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Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho e os estudos
publicados com espécies do género Campomanesia, Vverificou-se que
C. guazumifolia apresenta atividade antimicrobiana, sendo necessarios estudos
complementares empregando-se diferentes concentracdes e metodologias para

elucidacao do potencial antimicrobiano.

4.3.2 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

O extrato etandlico bruto e as respectivas fracbes de folha e caule foram
submetidos ao teste de toxicidade frente a Artemia salina. Os resultados estédo
resumidos na TABELA 4, na qual se observa que ndo houve mortalidade
significativa, indicando a auséncia de toxicidade do extrato etandlico bruto e fracdes
tanto de folha como de caule, para nauplios do microcrustaceo.

TABELA 4 - AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E DAS FRACOES
DE FOLHA E CAULE DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE,
FRENTE A Artemia salina

MORTALIDADE / CONCENTRAGCAO * DLsg Intervalo de
AMOSTRA | 10 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL (Mg/mL) confianca de 95%
(ug/mL)

FEB 1 5 0 > 1000 -
FHEX 0 1 0 > 1000 =
FDIC 8 6 0 > 1000 -
FACE 4 5 4 > 1000 =
FHID 3 2 0 > 1000 -
CEB 0 9 3 > 1000 -
CHEX 0 0 2 > 1000 -
CDIC 9 3 1 > 1000 -
CACE 3 6 3 > 1000 -
CHID 3 4 1 > 1000 =
Etanol 0 0 0 > 1000 -
(controle -)
Sulfato de
quinidina 3 26 85 177,38 139,9 - 229,9
(controle +)

LEGENDA: * n= 30 NAUPLIOS EM TRIPLICATA, FEB- EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA, FHEX- FRACAO
HEXANO DE FOLHA, FDIC- FRAGAO DICLOROMETANO DE FOLHA, FACE- FRAGAO ACETATO DE ETILA DE FOLHA,
FHID- FRACAO HIDROALCOOLICA DE FOLHA, CEB- EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE CAULE, CHEX- FRAGAO
HEXANO DE CAULE, CDIC- FRACAO DICLOROMETANO DE CAULE, CACE- FRAGCAO ACETATO DE ETILA DE CAULE,
CHID- FRAGAO HIDROALCOOLICA DE CAULE
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Em pesquisas conduzidas com espécies do género Campomanesia, 0S
autores Ramos, Cardoso e Yamamoto (2007) demonstraram que o extrato hexano
de folha de C. adamantium n&o apresentou toxicidade nesse ensaio. Todavia,
segundo Silva (2011), a espécie C. xanthocarpa foi testada pelo mesmo método e 0s
extratos hexano e acetato de etila de folha apresentaram-se toxicos ao
microcrustaceo em concentragfes acima de 71 pg/mL.

A auséncia de toxicidade foi um resultado determinante para a realizacdo dos
estudos farmacologicos in vivo realizados na sequéncia, com extratos de

C. guazumifolia.

4.3.3 Anélise da atividade hemolitica in vitro

4.3.3.1 Atividade hemolitica em placas

O teste de atividade hemolitica em placas foi realizado com o extrato
etandlico bruto e as respectivas fracdes de folha e caule, exceto com a fracao
acetato de etila de caule devido ao baixo rendimento na sua obtengédo. O controle
positivo (saponina) apresentou halo de hemdlise de 17 mm de didametro, enquanto

gue as demais amostras nao exibiram atividade hemolitica.

4.3.3.2 Atividade hemolitica em tubos

O ensaio de atividade hemolitica em tubos foi realizado com o extrato
etandlico bruto e as fracbes de folha e caule, exceto com a fracdo hexano de caule,
a qual ndo foi soluvel em tampéao salina-fosfato (PBS). A fracdo hexano obtida de
folha foi diluida em DMSO a 2% em PBS e um controle foi realizado apenas com a
solucdo solvente para descartar a interferéncia da mesma. De modo similar ao
ensaio de hemdlise em placas, ndo foi observada atividade hemolitica para as
concentracOes testadas do extrato etanolico bruto e fragdes de folha e caule.

Em ensaio conduzido com extratos de folha de C. xanthocarpa, Desoti et al.
(2011) relataram atividade hemolitica significativa, uma vez que o extrato hexano

resultou em 25% de hemolise na concentracdo de 250 pg/mL, o extrato acetato de
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etila apresentou 25% de hemodlise na concentragcdo de 500 pg/mL e esta mesma
porcentagem de atividade hemolitica foi observada para o extrato metandlico na
concentracdo de 1000 pg/mL. Supde-se que tais ocorréncias de atividade hemolitica
estejam relacionadas as diferencas na composi¢cdo quimica de cada espécie.

Assim como o teste de toxicidade frente a Artemia salina, os testes de
atividade hemolitica indicaram seguranca na conducdo de ensaios farmacolégicos in

vivo com amostras provenientes de C. guazumifolia.

4.3.4 Avaliacdo da motilidade gastrointestinal in vivo

4.3.4.1 Esvaziamento gastrico de semissélidos

Para avaliar o esvaziamento gastrico, foi determinada a quantidade do
marcador colorido que permaneceu no estdbmago apos o periodo do experimento,
pela leitura da absorbancia em espectrofotometro. O contelddo gastrico de cada
animal foi quantificado e os resultados expressos como média *+ desvio padrdo de
microgramas de marcador colorido por mililitro de conteddo gastrico (ug/mL
contetdo gastrico) (GRAFICO 16).
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GRAFICO 16. AVALIACAO IN VIVO DA ACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE
Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, E DOS CONTROLES
SOLUCAO SALINA, METOCLOPRAMIDA E ATROPINA SOBRE O ESVAZIAMENTO GASTRICO DE
SEMISSOLIDOS. LEGENDA: EB 20- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 20 mg/kg, EB 100- EXTRATO
ETANOLICO BRUTO 100 mg/kg, EB 500- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 500 mg/kg. LETRAS
IGUAIS INDICAM DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA ESTATISTICA
CONSIDERADA PARA p<0,05)

De acordo com o esperado, o controle metoclopramida (30 mg/kg, VO)
promoveu aumento do esvaziamento gastrico e o grupo controle tratado com
atropina (3 mg/kg, SC) teve o esvaziamento gastrico reduzido.

Em relacdo aos extratos de C. guazumifolia, a dose de 20 mg/kg foi capaz de
reduzir o esvaziamento gastrico, igualando-se estatisticamente a atropina, sendo
gue essa reducdo foi mais expressiva nas doses de 100 e 500 mg/kg, que se
assemelharam ao resultado obtido para o controle tempo 0, ndo havendo diferenca
estatistica. Tal resultado pode significar o suporte ao uso popular da espécie vegetal

com o propésito de reduzir a diarreia.
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4.3.4.2 Transito intestinal

Para a avaliacdo do transito intestinal, foi medida a distancia percorrida pelo
marcador colorido no intestino delgado, calculando-se sua porcentagem em relacao
ao intestino delgado total. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo (GRAFICO 17).
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GRAFICO 17. AVALIACAO IN VIVO DA ACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE
Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, E DOS CONTROLES
SOLUCAO SALINA, NEOSTIGMINA E ATROPINA SOBRE O TRANSITO INTESTINAL. LEGENDA:
EB 20- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 20 mg/kg, EB 100- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 100
mg/kg, EB 500- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 500 mg/kg. LETRAS IGUAIS INDICAM DADOS
ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA ESTATISTICA CONSIDERADA PARA p<0,05)

Como previsto, no grupo controle tratado com neostigmina (20 ug/kg, SC)
ocorreu um aumento do transito intestinal e no grupo controle tratado com atropina
(3 mg/kg, SC) houve reducgédo da taxa de transito intestinal, ambos em comparacgéo
com o grupo controle tratado com solugéo salina.

Os grupos tratados com as doses de 20 e 100 mg/kg do extrato etandlico
bruto de folha ndo apresentaram alteracdo no transito intestinal, sendo a distancia
percorrida pelo marcador vermelho de fenol no intestino similar estatisticamente
aguela observada para o grupo tratado com solugéo salina. No entanto, o grupo
tratado com a dose do extrato de 500 mg/kg demonstrou aumento do transito

intestinal, em proporgéo similar ao ocorrido no grupo tratado com neostigmina.
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Acredita-se que tal efeito tenha ocorrido devido a possivel presenca e concentracéo
de substancias oleosas na amostra, facilitando o transito intestinal. Ainda, essa agéo
de reducdo do esvaziamento gastrico e aumento da motilidade intestinal pode ter
mecanismo semelhante ao da morfina, a qual aumenta o tbnus e as contracdes
ritmicas do intestino mas possui efeito global constipante, devido a contracdo dos
esfincteres pilorico, ileocdlico e anal (RANG et al., 2004). Essas suposicdes
necessitam de estudos adicionais para confirmacéao.

Souza-Moreira et al. (2011) analisaram a atividade sobre a motilidade
gastrointestinal do extrato etandlico de fruto de C. xanthocarpa e reportaram que na
dose testada (1000 mg/kg) ndo houve alteragéo do transito intestinal.

Na presente analise, a reducdo do esvaziamento gastrico, promovida pela
administragado do extrato de C. guazumifolia nas doses de 500, 100 e 20 mg/kg,
pode estar relacionada com a reducao da diarreia, distarbio para o qual o emprego
da planta é indicado popularmente. Porém, sdo necessarios estudos para avaliar o
mecanismo de acdo dos extratos, bem como sua atuacdo em estados patoldgicos,

como em modelos de diarreia induzida.

4.3.5 Avaliacao da atividade protetora gastrica in vivo

As lesBes hemorragicas provocadas pelo alcool foram quantificadas e os

resultados expressos como média + desvio padrao da porcentagem de lesbes em
relacdo a area total do estdbmago (GRAFICO 18).
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GRAFICO 18. AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE PROTETORA GASTRICA DO EXTRATO
ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG,
MYRTACEAE, E DOS CONTROLES SOLUCAO SALINA E OMEPRAZOL. LEGENDA: EB 20-
EXTRATO ETANOLICO BRUTO 20 mg/kg, EB 100- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 100 mg/kg, EB
500- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 500 mg/kg. LETRAS IGUAIS INDICAM DADOS
ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENCA ESTATISTICA CONSIDERADA PARA p<0,05)

Em relacdo ao grupo controle solugdo salina, o omeprazol reduziu a
porcentagem de lesdes hemorragicas, como era previsto. O extrato etandlico bruto
na dose de 100 mg/kg apresentou porcentagem de lesbes estatisticamente igual ao
controle omeprazol. Em contrapartida, nas doses de 20 e 500 mg/kg a porcentagem
de les@es foi estatisticamente similar a da solugédo salina, ndo havendo reducédo do
dano tecidual causado pelo etanol.

Markman, Bacchi e Kato (2004) demonstraram o efeito antiulcerogénico do
extrato hidroalcodlico de folha de C. xanthocarpa, em modelos de Ulcera induzida
por acido cloridrico em associacdo com etanol, em que a dose de 400 mg/kg
apresentou indice de protecdo gastrica semelhante ao do misoprostol, substancia
usada no tratamento e prevengdo de Ulceras gastricas. Adicionalmente, esses
autores sugeriram que o efeito observado pode estar relacionado a presenca de
flavonoides e taninos no extrato utilizado. Madalosso et al. (2012) reportaram que o
extrato etandlico de folha de C. lineatifolia apresentou atividade protetora gastrica

em experimentos de indugdo de Ulcera por etanol e por indometacina e
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correlacionaram esse efeito a atividade antioxidante do extrato e a presenca de
compostos fendlicos.

No presente estudo, observou-se potencial atividade protetora gastrica na
dose de 100 mg/kg do extrato etandlico bruto de folha de C. guazumifolia. Sabendo-
se que as propriedades antioxidantes dos flavonoides podem estar intimamente
relacionadas a atividade antiulcerogénica (HODEK; TREFIL; STIBOROVA, 2002),
acredita-se que os efeitos observados estejam ligados ao composto antioxidante
miricitrina, presente no vegetal juntamente com outros compostos antioxidantes, os
quais provavelmente estiveram em baixa quantidade na menor dose e, na maior

dose, pela solucdo apresentar-se muito viscosa, sua disponibilidade foi reduzida.

4.3.5.1 Determinacdo do indice de peroxidacdo lipidica em modelo de Ulcera
induzida por etanol

Para a determinacdo do indice de peroxidacao lipidica nos tecidos gastricos
oriundos do experimento de protecdo gastrica, utilizou-se o método das espécies
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS). Os dados obtidos foram expressos em
porcentagem de TBARS por pug de proteinas, em que o grupo controle solucéo
salina foi considerado como 100% de peroxidac&o lipidica (GRAFICO 19).
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GRAFICO 19. AVALIACAO DA ACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE FOLHA DE
Campomanesia guazumifolia (CAMBESS.) O. BERG, MYRTACEAE, E DO CONTROLE
OMEPRAZOL SOBRE O INDICE DE PEROXIDAGCAO LIPIDICA NOS TECIDOS GASTRICOS
ORIUNDOS DO EXPERIMENTO DE ULCERA INDUZIDA POR ETANOL. LEGENDA: EB 20-
EXTRATO ETANOLICO BRUTO 20 mg/kg, EB 100- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 100 mg/kg, EB
500- EXTRATO ETANOLICO BRUTO 500 mg/kg. LETRAS IGUAIS INDICAM DADOS
ESTATISTICAMENTE IGUAIS (DIFERENGCA ESTATISTICA CONSIDERADA PARA p<0,05)

N&o houve diferenca estatistica observada entre o grupo controle solucéo
salina e os grupos que receberam as doses do extrato e, como esperado, 0 grupo
controle tratado com omeprazol apresentou reducdo na taxa de TBARS.

Embora Naito et al. (1998) tenham relatado que o aumento da area das
lesGes hemorragicas esta intimamente relacionado com a acumulacdo de TBARS,
no presente estudo ndo foi possivel indicar a relacdo entre a protecdo gastrica
ocasionada pelo extrato na dose de 100 mg/kg e a porcentagem de TBARS nesse
grupo. No ensaio realizado in vitro, pelo método TBARS utilizando-se gema de ovo,
observou-se que o extrato etandlico bruto e frac6es de folha apresentaram indice de
reducéo da peroxidacéo lipidica menos efetivo que aquele constatado para o extrato
e as fracbes provenientes de caule. Com isso, supde-se que essa atividade
protetora gastrica envolva mecanismos de acdo diferentes da inibicdo da

peroxidacao lipidica, sendo necessarios estudos mais especificos.
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5 CONCLUSAO

A espécie Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg, Myrtaceae,
apresentou caracteristicas morfoanatdmicas condizentes aquelas descritas em
literatura para a espécie, além dos aspectos comuns ao género e a familia.
Adicionalmente, foram relatadas estruturas ainda n&do descritas, como a dimensé&o
dos cristais prismaticos de oxalato de céalcio no mesofilo foliar e a organizacéo
estrutural do caule. Neste, em estrutura secundaria inicial, foi observado que a
epiderme é persistente, o felogénio origina-se nos estratos de posi¢cdo mediana do
cortex e o cilindro vascular é constituido de floema externo, xilema e floema interno,
sendo percorrido por raios estreitos. Ocorrem idioblastos contendo cristais primaticos
e drusas de oxalato de caélcio. Os resultados obtidos a partir do estudo
morfoanatdmico constituem um parametro relevante na identificacdo e na conducao
segura para utilizacado da espécie como droga vegetal.

Na prospeccao fitoquimica foram detectados glicosideos flavénicos, iridoides,
esteroides e/ou triterpenoides e saponinas em extratos de folha e caule, bem como
taninos em extrato de folha e leucoantocianidinas em extrato de caule. Foi isolado
um composto da fracdo acetato de etila de folha, o qual foi identificado como
miricitrina.

Pela andlise da atividade antioxidante foi constatado alto potencial para as
fracbes acetato de etila provenientes de folha e caule, que exibiram ICsy similar
estatisticamente aos padrfes utilizados (vitamina C e rutina) pelo método do DPPH
e apresentaram porcentagem de atividade antioxidante relativa a vitamina C, maior
do que a do padrédo rutina utilizado no método do complexo fosfomolibdénio. Pelo
método TBARS, o extrato etandlico bruto e as fracBes de caule mostraram atividade
contra a peroxidacao lipidica semelhante a apresentada pelo padrao BHT. Tais
resultados demostraram que o material vegetal possui importante capacidade
antioxidande.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, o extrato etanolico bruto e as
frac0es acetato de etila e hidroalcodlica de folha reduziram o crescimento de
Staphylococcus aureus, a fragdo hidroalcodlica de folha também foi eficaz contra
Salmonella Typhimurium. Para as amostras provenientes de caule, o extrato
etandlico bruto reduziu o crescimento de Candida albicans e a fracdo acetato de etila

apresentou-se eficiente contra S. epidermidis.
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As amostras tanto de folha como de caule n&o exibiram toxicidade frente a
Artemia salina e ndo apresentaram atividade hemolitica. Os resultados negativos
nesses ensaios preliminares de toxicidade foram determinantes para a conducédo de
ensaios farmacologicos in vivo.

Em ensaios farmacolégicos conduzidos com modelos animais, detectou-se
acdo do extrato etandlico bruto de folha sobre a motilidade gastrointestinal, o qual
exibiu reducdo do esvaziamento gastrico de semissdlidos nas trés doses testadas,
caracteristica que pode estar relacionada com seu emprego popular no combate a
diarreia. Além disso, dando suporte ao uso popular da planta em distarbios
gastricos, 0 mesmo extrato, na dose de 100 mg/kg, foi capaz de proteger a mucosa
gastrica das lesbes causadas pela administracdo de etanol, em experimento para
avaliacdo da atividade antiulcerogénica, numa proporcado similar estatisticamente a
do controle omeprazol. Pelo método TBARS, empregado nesses tecidos gastricos,
constatou-se que tal acdo protetora do extrato ndo esta ligada a sua atividade sobre
a peroxidacao lipidica.

Os resultados morfoanatémicos, fitoquimicos e biol6gicos obtidos no presente
estudo enriquecem o0 conhecimento cientifico de forma a contribuir com a
identificacdo e a selecdo dessa espécie nativa da flora brasileira como potencial

droga vegetal.
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CENTRO / CURSO:
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ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Camundongos Albinos Suigos Machos | 60 dias / 25-30g C 127
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inicia-la antes de receber a autorizagéo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o
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mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.

Lembramos ao pesquisador que é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério
final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,
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