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RESUMO

Myrceugenia acutiflora (Kiaersk.) D. Legrand & Kausel, Myrtaceae, é uma espécie
nativa da América do Sul e endémica no Sul e Sudeste do Brasil. Esta representada
por arvores e arbustos de 2 a 12 metros de altura que florescem de janeiro a margo
e frutificam nos meses de julho e agosto. Até o momento nédo foram descritos
estudos quimicos e farmacogndsticos da espécie. Este trabalho teve como objetivos
analisar a morfoanatomia e histoquimica de partes aéreas; realizar triagem
fitoquimica preliminar, extrair e caracterizar os componentes do 6leo essencial; e
avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e toxica in vitro de extratos, fragdes
e Oleo essencial. O estudo morfoanatdmico evidenciou estdbmatos paraciticos,
tricomas tectores e estruturas semelhantes a tricomas dibraquiados, na face abaxial
das folhas. A analise histoquimica mostrou a presenca de amido em folhas, caules e
peciolos; e compostos fendlicos apenas nos peciolos. Drusas foram encontradas em
todas as partes estudadas. Na analise fitoquimica preliminar, no extrato de folhas,
foram encontrados flavonoides na fracdo hidroalcodlica e iridoides nas fragdes
hexano e cloroférmio. No extrato de caules foram encontrados esteroides na fragao
hexano; iridoides nas fracdbes hexano e cloroférmio; e triterpenos na fragao
cloroférmio. Taninos, saponinas, heterosideos cianogénicos e aminogrupos foram
encontrados nos extratos aquosos de ambas as partes da planta. Foi isolado e
identificado dos extratos brutos de folhas e caules; e da coluna cromatografica da
fragdo remanescente de caules, o acido 3,3’ ,4-tri-o-metil elagico, um derivado do
acido elagico. Na caracterizagdo dos constituintes quimicos do éleo essencial por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas, foram identificados 67
compostos, sendo o composto majoritario o B-cariofileno, um sesquiterpeno presente
em varios Oleos essenciais. A capacidade antioxidante foi realizada por 2
metodologias, através da formagdo do complexo do fosfomolibdénio e inibicdo do
radical DPPHe. Em ambos os testes, os extratos aquosos e as fracbes mais polares
obtiveram melhor atividade antioxidante. Na atividade antimicrobiana pelo método da
difusdo em disco, apenas o 6leo essencial mostrou atividade inibitéria contra uma
das cepas utilizadas no teste, a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus. No
ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, o extrato bruto de folhas teve atividade
toxica baixa e o Oleo essencial teve atividade tdxica elevada, maior que o controle
positivo sulfato de quinidina. A espécie Myrceugenia acutiflora possui varios
metabdlitos secundarios e atividades bioldgicas, demonstrando seu potencial
farmacoldégico.

Palavras-chave: Myrceugenia acutiflora. Oleo essencial. B-cariofileno. Acido 3,3’ ,4-
tri-o-metil elagico. Atividades bioldgicas. Perfil fitoquimico.



ABSTRACT

The species Myrceugenia acutiflora (Kiaersk.) D. Legrand & Kausel, Myrtaceae, is
native of South America and is present in South and Southeast regions of Brazil. It is
represented by trees and shrubs of 2 to 12 meters tall that blossoms from january to
march and produces fruits between july and august. To date, no phytochemical and
pharmacognostic studies of the species have been described. The objectives of this
work were to perform morphoanatomical and histochemical analyses of aerial parts;
to perform preliminary phytochemical screening, to extract and characterize the
components of essential oil; and to evaluate antioxidant, antimicrobial and toxic
activities of extracts, fractions and essential oil. The morphoanatomical study showed
paracityc stomata, tector trichomes and structures that resemble dibraquiate
trichomes in the lower surface (abaxial) of the leaves. The histochemical analyses
showed presence of starch in the leaves, stems and petioles; and phenolic
compounds only in petioles. Druses were found in all of the parts studied. In the
preliminary phytochemical screening, in the leaves’ extract, it was found flavonoids in
hydroalcoholic fraction and iridoids in the hexane and chloroform fractions. In the
stems’ extract it was found steroids in the hexane fraction; iridoids in the hexane and
chloroform fractions; and triterpenes in the chloroform fraction. Tannins, saponins,
cyanogenic heterosides and amino groups were found in aqueous extract from both
parts of the plant. It was isolated and identified from the crude extracts of leaves and
stems; and from the column chromatography of hydroalcoholic fraction of stems, the
3,3’ ,4-tri-o-methylellagic acid, a derived from ellagic acid. In the characterization of
the chemical constituents from the essential oil by gas chromatography coupled to
mass spectrometry, 67 compounds were identified, being the major component -
caryophyllene, a sesquiterpene present in many essential oils. The antioxidant
capacity was performed by 2 methodologies, formation of the phosphomolybdenum
complex and inhibition of DPPHe radical. In both tests, the aqueous extracts and the
more polar fractions had the best results. In the evaluation of antimicrobial activity by
disk diffusion method, only the essential oil presented inhibitory activity against one
of the strains used in the test, the gram positive bacteria Staphylococcus aureus. In
the toxicicity assay against Artemia salina, the crude extract from the leaves had low
toxic activity and the essential oil had high toxic activity, higher than the positive
control quinidine sulfate. The species Myrceugenia acutiflora has many secondary
metabolites and biological activities, demonstrating its pharmacological potential.

Keywords: Myrceugenia acutiflora. Essential oil. f-caryophyllene. 3,3’ ,4-tri-
methylellagic acid. Biological activities. Phytochemical screening.
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1 INTRODUGCAO

Ha aproximadamente 400.000 espécies de plantas superiores espalhadas
pelo mundo, produzindo substancias quimicas variadas, o que representa uma
possibilidade de descoberta de novos agentes de origem vegetal (MOSQUERA et
al., 2007). Produtos naturais sdo fontes de novas estruturas quimicas utilizadas no
desenvolvimento de novos produtos, havendo grande interesse nos metabdlitos
secundarios (IMATOMI et al., 2013).

Existe uma variedade de compostos extraidos de plantas com atividades
farmacoldgicas. Estes compostos fitoquimicos estdo representados por flavonoides,
compostos fendlicos, saponinas, compostos cianogénicos, estilbenos, compostos
nitrogenados — alcaloides, aminas, betalainas; terpenoides e outros metabdlitos
endogenos (IQBAL; SALIM; LIM, 2015).

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do mundo, possuindo
variedade de plantas nativas, as quais representam fontes significativas de
compostos bioativos. (NERI-NUMA et al., 2013). No entanto, poucas espécies
nativas tem sido estudadas com o propdsito de se identificar estes compostos
(ERBANO et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios com atividade antioxidante tem atraido interesse
devido a sua capacidade de neutralizar radicais livres, protegendo o organismo do
envelhecimento, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares. Antioxidantes
naturais como flavonoides, taninos, cumarinas, xantonas, compostos fendlicos e
terpenoides sao encontrados em diversas partes das plantas como frutos, folhas,
sementes e 6leos (JAYAPRAKASHA; GIRENNAVAR; PATIL, 2008).

A familia Myrtaceae esta presente nos trépicos, concentrada na América do
Sul, sudeste da Asia e Australia. Possui diversos membros economicamente
importantes para a alimentagao fornecendo frutos e especiarias (REYNERTSON et
al., 2008), plantas medicinais e ornamentais (LAPCIK et al., 2005). Nos estudos
fitoquimicos das mirtdceas ja foram descritos flavonoides, taninos, terpenoides e
Oleos essenciais (BASTING et al., 2014).

O género Myrceugenia sp. possui cerca de 40 espécies e ocorre no Chile e
América do Sul. A maioria das espécies sul-americanas sao encontradas no Brasil,

do Rio de Janeiro a Porto Alegre (REGO, 2008). Existem poucos estudos



15

fitoquimicos de espécies do género, porém ja foram descritos 6leos essenciais e
flavonoides.

Devido aos poucos estudos sobre a espécie Myrceugenia acutiflora e por ser
uma planta nativa e endémica da regido Sul do Brasil, este trabalho tem como
objetivos pesquisar sua composi¢cdo quimica, isolar e identificar componentes
presentes na planta; e avaliar suas atividades antioxidante, antimicrobiana e téxica in

vitro.

1.1 JUSTIFICATIVA

A familia Myrtaceae Juss. € uma das principais familias da flora brasileira, com
grande potencial para descoberta de novos produtos naturais. InUmeras espécies
sdo usadas tradicionalmente para tratar inflamacgdes, febre, gripe, diabetes e
doengas infecciosas (BASTING et al.,, 2014). Devido a importancia da familia e
escassos estudos sobre a espécie Myrceugenia acutiflora, principalmente do
aspecto fitoquimico, este trabalho tem como objetivos pesquisar sua composigéao

quimica e atividades biolégicas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica e as atividades antioxidante, antimicrobiana e
toxica in vitro dos extratos obtidos das folhas e caules da espécie Myrceugenia

acutiflora (Myrtaceae).

1.2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a morfologia e anatomia de partes aereas de M. acutiflora;

* Analisar o teor de umidade e cinzas totais de partes aereas de M. acutiflora;

* Obter extratos aquosos e alcodlicos a 20%, de folhas e caules, para analise
fitoquimica preliminar;

* Obter extratos aquosos de folhas e caules para atividades biologicas;

* Obter extratos brutos alcodlicos e fracdes de diferentes polaridades de folhas
e caules para atividades bioldgicas e caracterizagao quimica;

» Extrair éleo essencial das folhas de M. acutiflora;

* l|dentificar os constituintes quimicos do 6leo essencial por Cromatografia
Gasosa (CG) acoplada a Espectrémetro de Massas (EM);

* |solar e identificar os constituintes quimicos dos extratos brutos e fracées por
cromatografia em coluna, Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Infravermelho — Transformada de Fourier (IV-TF), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) 'H e °C;

* Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos aquosos, alcodlicos,
fragdes e Oleo essencial através da reducao do radical DPPHe;

* Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos aquosos, alcodlicos,
fragdes e Oleo essencial através da formacao do complexo fosfomolibdénio;

* Auvaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos, alcodlicos, fracdes e
Oleo essencial pelo método da difusdo em disco;

* Avaliar a toxicidade preliminar dos extratos aquosos, alcodlicos, fracbes e

6leo essencial frente a Artemia salina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE JUSS.

A Myrtaceae Juss. esta presente em quase todos os continentes, € uma
familia de arvores e arbustos (RETAMALES et al., 2015). Possui 5970 espécies,
distribuida em 145 géneros (The Plant List, 2013). E bastante diversa, representada
principalmente por arvores frutiferas (DA SILVA et al., 2017); uma das familias mais
dificeis de se definir a taxonomia, devido ao numero de espécies e poucos estudos
taxonémicos (MORAIS; DA CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014).

Foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu, sendo encontrada principalmente
na Australia, oeste da india e América de clima tropical, porém é vista em outras
regides de clima temperado (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Uma das principais familias de angiospermas no Brasil, possui uma unica
tribo no pais — Myrtae, e trés subtribos, Myrciinae, Eugeniinae e Myrtinae (CRUZ;
KAPLAN, 2004). A familia esta presente na Floresta Atlantica, Floresta Amazénica,
Restiga e Cerrado (MORAIS; DA CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014).

A familia € uma das maiores da flora brasileira, com cerca de 23 géneros e
1000 espécies distribuidas pelo pais. Uma caracteristica da familia € a presenca de
cavidades secretoras de 6leo, que aparecem nas folhas como pontos transparentes,
sendo observadas na maioria dos géneros (ARMSTRONG, 2011). Outra
caracteristica € que os troncos das arvores geralmente sdo recobertos por ritidoma
esfoliativo (KATO; BACHI; HERNANDES, 2011).

As espécies que compdem esta familia possuem folhas simples, inteiras,
opostas ou raramente alternas, sem estipulas. As flores sdo hermafroditas,
diclamideas, raramente monoclamideas, tetra ou pentdmeras, polisttmones, com
pétalas frequentemente caducas. Os frutos sdo do tipo baga, drupa, capsula ou
secos e indeiscentes (ARRUDA, 2013).

Sua classificacdo anterior em tribos era baseada no tipo de fruto que cada
grupo apresentava — carnoso ou seco, porém foi descoberto através de estudos
moleculares que a tribo dos frutos carnosos ndo € monofilética. Atualmente a familia
é dividida em 2 subfamilias Psiloxyloideae e Myrtoideae. A Psiloxyloideae possui 2
tribos enquanto a Myrtoideae possui 15 tribos, dentre estas encontra-se a Myrteae, a

qual apresenta distribuicdo neotropical (WILSON et al., 2005). No Brasil, estima-se
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que 30% das espécies de mirtaceas de ocorréncia natural pertencam a subfamilia
Myrtoideae, caracterizada pelos frutos carnosos do tipo baga ou drupa e folhas
opostas (DIAS et al., 2012). Todas as espécies de mirtdceas brasileiras produzem
frutos carnosos, ou seja, frutos com polpa tipicamente rica em agua e carboidratos; e
pobre em lipidios e proteinas (COLUSSI; PRESTES, 2011).

Essa familia inclui inumeros géneros como Eugenia sp., Eucalyptus sp.,
Psidium sp., Myrtus sp., Pimenta sp., Syzygium sp., Leptospermum sp.,
Pseudocaryophyllus sp. (EVANS, 2009).

Nas florestas, possuem importancia ecoldgica, uma vez que seus frutos
carnosos servem de alimentos a animais silvestres, os quais espalham as sementes
dos frutos digeridos, favorecendo a sobrevivéncia das plantas (MORAIS; DA
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). E uma familia botanica indicada para
restauracdo de areas alteradas, usos ornamentais e fitoterapicos (COSMO et al.,
2017).

As mirtaceas brasileiras geralmente ndo produzem madeiras valiosas,
restringindo-se ao fornecimento de lenha (GRESSLER; PI1ZO; MORELLATO, 2006).
Muitos membros da familia possuem grande interesse econémico como o
Eucalyptus sp. para o uso da madeira e matéria-prima para a fabricacéo de produtos
de limpeza e aromatizantes, o cravo-da-india (Syzygium aromaticum), utilizado na
culinaria, além de uma variedade de espécies que possuem frutos comestiveis como
a goiaba (Psidium guajava), jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e pitanga (Eugenia
uniflora L.). Os frutos sdo consumidos in natura ou utilizados na produgéo de geleias,
doces e sucos (DUARTE et al., 2010).

Além de serem utilizadas como alimentos, as espécies da familia sdo usadas
na medicina tradicional no tratamento de doencas. As partes mais utilizadas sao
folhas, cascas e frutos (FRAUCHES et al.,, 2016). Quando empregadas para fins
medicinais, as espécies sdo utilizadas em disturbios gastrointestinais, hemorragias e
doengas infecciosas (CRUZ; KAPLAN, 2004), sendo que suas atividades
provavelmente estdo relacionadas as propriedades adstringentes (CASCAES et al.,
2015). Também ja foram comprovadas atividades anti-reumatica, anti-diabética,
antimicrobiana e diurética (OLIVEIRA et al., 2016).

Algumas espécies, por possuirem atividade consagrada na medicina
tradicional e estudos cientificos, fazem parte de Monografias da Farmacopeia

Brasileira IV edi¢cdo. Dentre estas, se destacam o eucalipto (Eucalyptus globulus
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Labill.), cujas folhas s&o ricas em cineol, utilizadas como expectorantes no
tratamento de doencas do tratamento de doencas do trato respiratério; o cravo-da-
india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry), cujos botdes florais sdo ricos em
eugenol, utilizado em aplicagdes de uso topico e local, no tratamento de infec¢des
de pele, dores de garganta e dor de dente (DO COUTO et al., 2009).

As folhas jovens da goiabeira possuem elevado conteudo de taninos e oleos
essenciais (DO COUTO et al., 2009). O cha de folhas de goiaba (Psidium guavaja
L.) € usado contra diarreias, problemas gastrointestinais (colicas e vomitos), no
tratamento de faringite, alivio da dor de dente. Devido as suas propriedades
adstringentes, também é utilizado como agente hemostatico e em ulceras varicosas
(GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005).

O extrato alcodlico de folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.) é utilizado para
hipertensao (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Poucas espécies de Myrtaceae foram analisadas em relagdo a sua
composi¢cao quimica, sendo que a maioria dos estudos sdo dos componentes do
Oleo essencial extraido das folhas. Estes 6leos obtidos podem exibir atividades
biolégicas como antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, larvicida e citotoxica
(ARRUDA, 2013).

Os principais constituintes quimicos encontrados na familia incluem dleos
essenciais, leucoantocianinas, taninos, acidos fendlicos (DI STASI; HIRUMA-LIMA,
2002), triterpenos e flavonoides (KATO; BACHI; HERNANDES, 2011),
principalmente flavondis como quercitina, miricetina e kaempferol (GREINWALD et
al., 1989).

Em relagdo as propriedades farmacoldgicas, os extratos demonstraram
atividade anti-inflamatdria, analgésica, antifungica, antipirética, hipotensiva,
antidiabética e antioxidante (BASTING et al., 2014). Atribui-se a espécie Myrcia
multiflora agao hipoglicemiante, motivo pelo qual € conhecida como insulina vegetal
(DONATO; MORRETES, 2011).
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2.2 GENERO Myrceugenia O. Berg

Myrceugenia O. Berg é um género endémico da América do Sul (MURILLO-
ALDANA et al., 2012), contendo 47 espécies descritas até o momento (The Plant
List, 2013). Suas espécies crescem em climas moderadamente frio, temperado e
subtropical da América do sul (LIMA; GUEDES-BRUNI, 2004), ocorrendo em 2
centros principais — Chile e sul do Brasil.

De acordo com Setubal et al. (2011), ha 2 espécies no arquipélago chileno
Juan Fernandéz, outras 12 espécies no Chile adjacente a Argentina e o restante das
espécies esta presente na parte leste da América do Sul. A maioria destas é
encontrada na costa brasileira e planalto, do Rio de Janeiro a Porto Alegre.

Espécies de Myrceugenia sp. presentes no arquipélago chileno apresentam
diferentes relagbes filogenéticas entre si. A Myrceugenia fernandeziana apresenta
maior correlagdo com espécies do Brasil enquanto a espécie Myrceugenia schulzei
apresenta maior correlagdo com espécies do Chile continental (RUIZ; SILVA, 1999).

As espécies brasileiras sdo encontradas em locais de alta altitude e clima
Umido (BUNGER; STEHMANN; OLIVEIRA-FILHO, 2014). O Brasil apresenta 32
espécies e 30 estédo presentes na regido Sul (SOBRAL, 2015).

Myrceugenia sp. recebeu este nome porque é similar ao género Eugenia sp.,
mas tem o embrido com as mesmas caracteristicas do género Myrcia sp. Como
consequéncia, o género Myrceugenia sp. foi colocado na subtribo Myrciinae junto
com Myrcia (REGO, 2008).

O género apresenta arbustos e arvores de 0,5 a 12 metros de altura, ramos
cilindricos quando adultos e achatados quando jovens, casca lisa a estriada; bolsas
secretoras esparsas a densamente distribuidas, as vezes perceptiveis a olho nu.
Presenca de tricomas simples, tricomas dibraquiados assimétricos, simétricos ou
mistos; (LIMA; GUEDES-BRUNI, 2004). As folhas das espécies deste género
contém tricomas quando jovens, estes sao perdidos conforme o crescimento da
planta (DIAS et al., 2012).

Diferencia-se dos outros géneros da subtribo Myrciinae porque possui quatro
flores aglomeradas em vez de cinco, inflorescéncias simples, dicasios ou bractéolas
em vez de paniculas, évulos numerosos com dois a quatro Iéculos em vez de dois
ovulos com dois loculos (raramente trés). Estas caracteristicas estdo presentes em

membros das subtribos Eugeninae e Myrtinae (REGO, 2008).
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O género continua com posicao incerta entre as subtribos de Myrtae (ROSA

et al., 2015), a TABELA 1 apresenta a taxonomia de Myrceugenia sp.

TABELA 1 — CLASSIFICACAO TAXONOMICA DO GENERO Myrceugenia O. Berg

Classificagao Taxonomia

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem Rosanae Takht.

Ordem Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia Myrtaceae Juss.

Género Myrceugenia O. Berg

FONTE: TROPICOS (2018).

Em relagdo aos constituintes fitoquimicos, Ruiz et al. (1994), fizeram um
estudo quimiotaxonbmico baseado na presenca de flavonoides em diferentes
espécies de Myrceugenia sp. Também ja foi descrito a presenga de chalconas,
flavanonas e 6leos essenciais (OIKAWA et al., 2016).

Em outro estudo de 2002 onde foram analisadas a composi¢cdo quimica dos
Oleos essenciais obtidos de 5 espécies de Myrceugenia sp., foram encontrados
compostos oxigenados, aldeidos, cetonas, alcoois e terpenos (LIMBERGER et al.,
2002).

Para a espécie Myrceugenia parvifolia, em analise histoquimica das folhas,
foram  encontradas  mucilagem, polifendéis e taninos (RETAMALES;
SCHARASCHKIN, 2014).

Em relagcdo a farmacologia, ja foi isolado o acido morbnico da espécie
Myrceugenia euosma, substéncia que ja foi relacionada a atividade antiviral,
especificamente atividade anti-HIV (SINGH; BHARATE; BHUTANI, 2005). Extratos
metandlicos de folhas e galhos de Myrceugenia euosma foram testados para inibigao
do acumulo de gordura no organismo, obtendo bons resultados (OIKAWA et al.,
2016). No Chile ja foi descrito o uso popular de 2 espécies de Myrceugenia sp. —
Myrceugenia exsucca e Myrceugenia planipes (THEODULOZ; PACHECO;
SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1991).



22

Em 2008, 7 espécies de Myrceugenia spp. entraram para a lista de espécies-
alvo para a conservagao e restauracdo da biodiversidade do estado de Sao Paulo
(RODRIGUES et al., 2008).

2.3 ESPECIE Myrceugenia acutiflora (Kiaersk.) D. Legrand & Kausel

A espécie é representada por arbustos e arvores de 2 a 12 metros de altura,
folhas elipticas a ovaladas, florescem de janeiro a margo e frutificam nos meses de
inverno, de julho a agosto (LANDRUM, 1981).

A espécie nativa, presente nas regides Sul e Sudeste, tem como sindnimos
Eugenia acutiflora Kiaersk. ou Luma acutiflora (Kiaersk.) Burret. (SOBRAL, 2015).
Sua ocorréncia foi confirmada apenas nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Parana e Santa Catarina; presente na Mata Atlantica, principalmente
em Floresta Ombrdfila Mista (Flora do Brasil 2020, 2018).

Até o momento, ndo foram publicados estudos morfoanatémicos, fitoquimicos

ou atividades biolégicas da espécie.

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sao substancias naturais volateis presentes em varias
plantas (CHENG et al., 2003). A composig¢ao quimica pode variar de hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis, éteres,
oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos de
enxofre e nitrogenados (HENRIQUES et al., 2011).

Sao misturas complexas de compostos, contendo em média, 20 a 60
constituintes, em diferentes concentragdes. Sdo normalmente caracterizados por 2
ou 3 compostos majoritarios em altas concentragdes (20-70%) (PAVELA, 2015) e
constituidos de terpenos (principalmente mono e sesquiterpenos) e fenilpropanoides.

Os terpenos possuem aromas caracteristicos, os quais contribuem para os
sabores de Oleos essenciais (RABE; SCHMITZ; DICKSCHAT, 2016). Estes
compostos sdo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas, devido ao seu
baixo peso molecular (DE SOUZA et al., 2012). Uma caracteristica dos terpenos é

que enantibmeros de terpenos quirais possuem fragrancias diferentes, sendo que
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apenas a minoria dos terpenos, como cineol e a-humuleno sdo aquirais (RABE;
SCHMITZ; DICKSCHAT, 2016).

Os terpenoides formam uma familia diversa de produtos naturais derivados de
unidades de isopreno (cadeias contendo 5 carbonos), ligados de forma cabeca-
cauda. Sao subdividos em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2009).

Os Odleos volateis estdo presentes em todos os 6érgaos vegetais — flores,
folhas, frutos (anis), sementes (noz moscada), rizomas (gengibre), cascas (canela),
lenho (sandalo) e menos frequentemente em raizes (vetiver) (SILVA, 2010).

A composicado e produgdo dos Oleos essenciais sdo reguladas por fatores
fisiolégicos, bioquimicos, metabdlicos e genéticos (SANGWAN et al., 2011). Pode
ocorrer variacado dos componentes em decorréncia das condicbes ambientais as
quais a planta esta exposta, como sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura,
luminosidade, estagio de desenvolvimento, fatores nutricionais (NASCIMENTO et
al., 2018), variedades genéticas e processo de extragdo empregados (MENDES et
al., 2008). Sao produzidos na planta em resposta a estimulos estressantes, por isso
as condi¢cdes do meio influenciam seu conteudo e rendimento (CALO et al., 2015).
Algumas plantas produzem o6leo essencial para inibir a germinagao e respiragao de
outras plantas ao redor (BUCKLE, 2015).

Na natureza, os 6leos essenciais possuem um importante papel na protecéo
de plantas como acdo antibacteriana, antiviral, antifungica e inseticida. Atraem
insetos para favorecer a dispersdo do polen ou repelem insetos indesejaveis
(GUIMARAES et al., 2011). A atividade inseticida esta relacionada a interferéncia
dos constituintes do 6leo nos processos fisiolégicos e hormonais de artrépodes. Os
terpenos, por exemplo, sdo neurotdxicos aos insetos, pois inibem a enzima
acetilcolinesterase (GONZALEZ et al., 2014).

Alguns constituintes de dleos essenciais possuem atividades bioldgicas no
sistema nervoso central, indicando que sao capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica (FERREIRA, 2014). Constituintes de 6leos volateis como linalol,
limoneno e citronelol possuem atividade ansiolitica, anticonvulsivante e
antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2011).

Varias atividades bioldgicas ja foram atribuidas aos 6leos essenciais como
analgésica, antimicrobiana, antimaldrica, anticarcinogénica, anti-inflamatéria,

antifungica, antioxidante, gastroproterora (DE SOUZA et al., 2010).
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Os constituintes do 6leo essencial podem agir individualmente, aditivamente
ou sinergicamente. Além de serem usados como agentes terapéuticos, as
substancias bioativas isoladas dos dOleos essenciais podem servir como protétipo
para sintese de novos compostos (COUTINHO et al., 2015).

Comercialmente, os 6leos essenciais sdo utilizados como intensificadores de
sabor em produtos alimenticios, em fragrancias e inseticidas (CHENG et al., 2003).
Sao empregados no controle de pragas no campo e locais de armazenamento de
colheita, sendo considerados uma alternativa aos pesticidas sintéticos. Sua
permanéncia no meio ambiente € curta e possui baixa toxicidade em mamiferos
(GONZALEZ-COLOMA, 2013).

O medicamento Acheflan® é obtido do dleo essencial da erva-baleeira
(Varronia curassavica), e possui propriedades anti-inflamatdrias, sendo indicada no
tratamento de mialgias. Sua atividade farmacoldgica esta atrelada a presencga do
constituinte do 6leo essencial a-humuleno. A companhia farmacéutica produtora do
medicamento padronizou a porcentangem do constituinte no 6leo em 2,3% a 2,9%
(DE LUNA, 2013).
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta dos caules e folhas de Myrceugenia acutiflora foi realizada no Capéao
do Cifloma, Campus Botanico da Universidade Federal do Parana, no més de junho
de 2016. O material vegetal foi coletado de duas arvores (uma jovem e outra adulta)
encontradas nas coordenadas geograficas 25°26°57.4”S 49°14'24.8"W; e
25°26'53.5”S 49°14°28.1”W, conforme FIGURA 1. Foram coletados 1960g de folhas
e 1265g de caules para morfoanatomia, analise fisico-quimica, extracdo de dleo
essencial e preparo dos extratos.

O estudo da espécie Myrceugenia acutiflora tem autorizagédo do IBAMA para
acesso ao patrimbnio genético, conforme processo n° 020001.001165/2013-47
(ANEXO 1).

FIGURA 1 — ARVORE DE Myrceugenia acutiflora

FONTE: A autora (2018).
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A identificagdo da planta por comparagao foi realizada no Museu Botanico
Municipal de Curitiba pelo botanico Marcelo Leandro Brotto. Foi utilizada a exsicata
de numero MBM 66323, de acordo com FIGURA 2.

FIGURA 2 — EXSICATA DE Myrceugenia acutiflora

FONTE: A autora (2018).

As atividades deste trabalho foram realizadas de acordo com o fluxograma

presente abaixo:

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA DO ESTUDO FITOQUIMICO E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Coleta do
Cinzas o material Morfoanatomia
vegetal
Umidade Secagemﬁ # Extrato aguoso
fragmentacdo
¥ h 4 ¥ ¥
Extratos
aguoso e Extracdo dleo Teor de Atividades Isolamento &
alcodlico a essencial solidos bioldgicas identificacdo
20%
“ l 4 3 A
Analise Extrato bruto
fitoguimica Caracterizacdo| “w alcodlico e
preliminar fractes

FONTE: A autora (2018).
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3.2 MORFOANATOMIA

A morfoanatomia da Myrceugenia acutiflora foi realizada para caules, folhas e
peciolo. O material vegetal fresco foi fixado em solugdo de FAA (90% de etanol a
70%, 5% de formaldeido a 37% e 5% de acido acético anidro) (JOHANSEN, 1940)
onde permaneceu por 7 dias e depois foi transferido para solucdo etandlica 70%
(v/v) até a realizagao das analises (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

As laminas semipermanentes foram feitas através de secgdes transversais e
longitudinais, a méo livre (OLIVEIRA; AKISUE, 1997). Os cortes histolégicos foram
corados com azul de astra e fucsina basica (O'BRIEN; FEDER; McCULLY, 1964).
Para a montagem das laminas foi utilizada a glicerina a 50% (BERLYN; MIKSCHE,
1976). Os testes microquimicos foram realizados através de secgdes transversais a
mao livre do material fixado, utilizando os corantes cloreto férrico (JOHANSEN,
1940), lugol (BERLYN; MIKSCHE, 1976), e Sudam Ill (SASS, 1951) para a
identificacdo de compostos fendlicos, amido e lipidios, respectivamente. Os testes
microquimicos foram realizados no laboratério de Farmacognosia da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Para o estudo de microscopia eletrénica de varredura (MEV), o material
vegetal fixado em solucdo FAA, foi desidratado em série etandlica crescente e
submetido ao ponto critico em evaporador (SOUZA, 2007). As amostras foram
montadas em suportes de aluminio e metalizadas com ouro. As eletromicrografias
foram obtidas no microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 6360-LV, no Centro
de Microscopia Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.3 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

3.3.1 Determinacgao de Perda por Dessecacéao

Este ensaio é utilizado para determinar a quantidade de substancias volateis.
A umidade foi determinada por método gravimétrico, descrito na Farmacopeia
Brasileira V edicdo (2010). Foi pesado 1g da planta e transferido para cadinho
dessecado anteriormente, por 30 minutos. Apds resfriamento do mesmo, o cadinho

contendo a amostra foi pesado.



28

A amostra foi colocada na estufa a 105°C por 2 horas. Apds o esfriamento em
dessecador, foi procedida a medi¢ao. A analise foi realizada em ftriplicata. A média

da porcentagem de umidade foi calculada através da equacéo (1):

Cu—Cs
x 100

Umidade % =

Sendo:

Ca = peso da amostra,
Cu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacéo,
Cs = peso do cadinho contendo a amostra apds a dessecagao.

3.3.2 Determinacao de Cinzas Totais

A determinagao de cinzas totais foi realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira V edicdo (2010), pesando-se 1g da amostra pulverizada, em cadinho
previamente tarado. A amostra foi distribuida homogeneamente e incinerada a
temperatura de 600°C, por aproximadamente 6h. O cadinho foi resfriado em
dessecador e pesados posteriormente, até peso constante.

O teste foi realizado em triplicata. A média da porcentagem de cinzas foi
calculada em relacdo a planta seca a temperatura ambiente, de acordo com a

seguinte equagao (2):

u—Cs
x 100

Cinzas totais % =

Ca = peso da amostra,
Cu = peso do cadinho contendo a amostra antes da incineragao,
Cs = peso do cadinho contendo a amostra apds a incineragao.
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3.4 PESQUISA DE OLEO ESSENCIAL

3.4.1 Extracéo de Oleo Essencial

O dleo essencial foi extraido das folhas através de hidrodestilagao, utilizando
aparelho de Clevenger modificado, conforme Farmacopeia Brasileira V edigéo
(2010). As folhas foram secas a temperatura ambiente e trituradas em moinho de
facas e martelos.

Para extracdo do 6leo foram utilizados 395,7g e 3L de agua purificada. A
extracao foi realizada, em temperatura de aproximadamente 100°C, por 6 horas.

O volume do 6leo obtido foi medido em bureta graduada e o rendimento foi
calculado em mililitros por 100g de material vegetal (BRASIL, 2010). A agua foi
retirada do dleo, e este foi armazenado em geladeira a 2°C, envolto por papel
aluminio para nao ocorrer a degradagédo dos constituintes quimicos. Foi feita nova
coleta e extracao do 6leo para obter quantidade suficiente para realizagao dos testes

bioldgicos.

3.4.2 Identificagdo dos Componentes do Oleo Essencial

A analise do 6leo essencial das folhas foi realizada em cromatdgrafo gasoso
Shimadzu CG-2010, acoplado a espectrometro de massas CG-EM QP2010 Plus,
utilizando injetor automatico Shimadzu OAC 20i e equipado com coluna capilar RTX-
5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). A temperatura programada utilizada foi de 60°C a
250°C, a 3°C/min e temperatura de inje¢do de 250°C, com volume de injegéo de 1yl
de amostra, no modo split (1:10). O detector de massas analisou razdo massa/carga
de 40 a 350Da, utilizando gas hélio cormo gas carreador a pressao de 59,0kPa; com
fluxo de 1,02ml/min em velocidade linear de 36,8cm/s e modo de ionizacdo por
impacto de elétrons de 70eV, a 250°C.

Os indices de retencado (IR) foram obtidos através de padréo de série de n-
alcanos, utilizando equacdo de Van der Dool e Kratz (ADAMS, 2007). Os
componentes foram quantificados baseados nas areas dos picos. A identificagao dos
constituintes do dleo foi realizada por comparagdo com espectros de massa da

biblioteca NIST14 e com dados da literatura.
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3.5 PREPARO DOS EXTRATOS E FRACOES

3.5.1 Extratos Brutos Etandlicos

Os extratos alcodlicos brutos foram preparados utilizando 1,4kg para o extrato
de folhas e 1,1kg para o extrato de caules. Como solvente, foi utilizado o etanol a
96°GL, em refluxo por 45 horas, em aparelho de soxhlet modificado (PI06001703-
7A). Os extratos foram filtrados a vacuo em funil de Buchner e uma aliquota foi
retirada para determinacéo do teor de residuo seco. Os extratos foram concentrados
em evaporador rotatério a 50°C para 1/5 do volume. O restante foi entdo evaporado
em banho-maria até completa evaporagcdo do solvente para realizacdo do
particionamento. Foram retirados 5g dos extratos brutos secos para realizagao dos
testes bioldgicos, isolamento e identificagao.

As fragcdes foram obtidas pela extracdo em soxhlet com solventes de
diferentes polaridades: hexano, cloroférmio e acetato de etila, sendo a ultima fragéo
denominada remanescente (VIRTUOSO et al., 2005).

Em ambos os extratos brutos de folhas e caules precipitou um pd branco, no
extrato bruto das folhas, este residuo estava em grande quantidade. Esta amostra foi
separada do extrato através de filtragdo, lavada com etanol 77% (v/v) e seca em

estufa a 50°C, por 15 minutos. A amostra, denominada RSF; pesou 5,9 g.

3.5.2 Extratos Aquosos

O extrato aquoso de caules foi preparado por maceracdo em banho-maria por
2h a 70°C (MIGUEL, 2003), utilizando 550g de caules secos e 2,75L de agua
destilada. Na sequéncia, o extrato foi filtrado e uma aliquota foi retirada para o teste
de teor de residuo seco.

O extrato aquoso de folhas foi preparado com o liquido proveniente da
hidrodestilagdo do 6leo essencial, ou seja, foi obtido por decocg¢do. Esta solugao foi
filtrada e foi retirada pequena quantidade para calculo do teor de residuo seco.

Os extratos foram filtrados e congelados. Posteriormente foram secos por

liofilizacao.
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Com o intuito de se tentar obter maior quantidade do residuo sélido branco
presente no extrato bruto dos caules, o material vegetal utilizado para preparo do
extrato aquoso de caules foi seco em estufa e usado para preparo de novo extrato
bruto. Neste extrato precipitou uma massa semelhante ao RSF; com peso de 6,97g.
3.6 DETERMINACAO DE RESIDUO SECO

A determinacdo de sdlidos totais foi realizada conforme Farmacopeia
Brasileira V edigdo (2010) modificado, pesando-se 10ml de extrato bruto em cada
placa de Petri, dessecando em estufa por 3 horas. Foi deixado para esfriar em
dessecador e o residuo seco foi calculado em porcentagem por volume. A analise foi

feita em ftriplicata.

3.7 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

Para a analise fitoquimica preliminar foram preparados extratos aquosos e
extratos hidroalcodlicos de folhas e caules a 20%, conforme Miguel (2003).

Os extratos hidroalcoodlicos foram preparados com 40g das partes secas e
fragmentadas, macerando em 200ml de etanol a 70% em banho-maria a 70°C por 1
hora. Os macerados foram filtrados em funil de Blchner e concentrados para
eliminar o excesso de etanol. Foram feitas particdes dos extratos com os solventes
hexano, cloroférmio e acetato de etila, sendo que o remanescente é a fragao
hidroalcodlica. Os volumes completados até 200ml com os solventes das respectivas
fragcbes. As fragdes foram armazenadas em refrigerador até o uso.

Os extratos aquosos foram preparados através da maceragdo em agua
destilada, em banho-maria a 70°C por 1 hora, utilizando 40g de material vegetal e
200ml de agua. Os extratos foram filtrados em funil de Buchner e os volumes
completados até 200ml. Os extratos aquosos foram refrigerados até uso.

A analise fitoquimica preliminar foi realizada de acordo com Miguel (2003) e
0s compostos pesquisados no extrato hidroalcodlico foram: alcaloides, flavonoides,
cumarinas, antraquinonas, iridoides, esteroides e triterpenos. No extrato aquoso
foram pesquisados o0s seguintes grupos quimicos: antocianinas, saponinas,

heterosideos cianogénicos, taninos, amino grupos, acidos fixos e acidos volateis.
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3.7.1 Alcaloides

Para esta pesquisa utilizou-se os reativos gerais para alcaloides: Mayer (iodo-
mercurato de potassio), Dragendorff (iodo-bismutato de potassio) e Bouchardart
(iodo-iodeto de potassio). Aliquotas de 50ml das fragbes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e hidroalcoodlica foram secas em banho-maria a 70°C e os residuos
solubilizados em 1ml de etanol e 20ml de acido cloridrico a 1%. Somente 2ml dos
extratos cloridricos foram transferidos para 4 tubos de ensaio e adicionados em cada
tubo 2 gotas dos reativos para alcaloides, sendo o quarto tubo o controle negativo. O
aparecimento de precipitado indica reacao positiva. Precipitado branco aparece com
o uso do reativo de Mayer, cor tijolo para o reativo de Dragendorff e alaranjado para

o reativo de Bouchardat.

3.7.2 Leucoantocianidinas

Para a pesquisa de leucoantocianidina, 10ml das fracbes hexano, cloroférmio
e acetato de etila foram levadas a secura em banho-maria. A fragcao hidroalcodlica
nao houve necessidade de secar. O residuo nas capsulas foi solubilizado com 5ml
de etanol e adicionado 5 gotas de &acido cloridrico concentrado, com posterior
aquecimento. Na reacdo positiva observa-se o desenvolvimento de coloracao

vermelha.

3.7.3 Flavonoides

Foram secos em banho-maria 10ml das fragdes hexano, cloroférmio e acetato
de etila. A fracdo hidroalcodlica ndo houve necessidade de secar. Os residuos das
capsulas foram solubilizados em 10ml de etanol, metade do volume foi transferido
para tubos de ensaio, foram adicionados 200mg de limalha e &acido cloridrico
concentrado. A reacdo positiva desenvolve coloragdo conforme as estruturas
quimicas presentes: flavonas com coloracdo amarela a vermelho; flavonol e
dihidroflavonol com coloragdo vermelha; flavononas com coloragdo vermelha a
violeta; derivados antocianicos com coloragdo vermelha tornando-se rosa e
chalconas, auronas, dihidrochalconas, isoflavonas e isoflavononas ndo apresentam

coloracgao.
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3.7.4 Cumarinas

As cumarinas puras sao fluorescentes, porém em meio alcalino, forma-se o
acido cis-o-hidroxicindmico. Este, na presenga de luz ultravioleta, migra para forma
trans, exibindo coloragao azul ou verde amarelada em poucos minutos. Em um papel
de filtro, foram feitos 3 pontos com manchas de aproximadamente 1cm de didmetro
para cada fracdo. As manchas 1 e 2, foi adicionado hidréxido de sédio 1,0mol/L.
Sobre a mancha 1, colocado uma moeda. O papel de filtro foi levado a camara de
ultravioleta a 365nm e deixado por 15 minutos. O desenvolvimento de fluorescéncia

de coloragéo azul ou verde amarelada na mancha indica que a reagao ¢é positiva.

3.7.5 Substancias Iridoidais

Foram transferidos para tubos de ensaio, 2ml das fracbes, cristais de
floroglucinol e 1ml de acido cloridrico concentrado. Desenvolvimento de coloragéo
verde escura indica reacado positiva. Foram transferidos para tubos de ensaio, 2mi
das fragbes e adicionadas 2 gotas de acido sulfurico concentrado. Desenvolvimento
de coloragao rosa violaceo indica reacdo positiva. Foram transferidos para tubos de
ensaio, 2ml das fragdes, cristais de vanilina e 2 gotas de acido sulfurico. A presenga

coloragao rosa cereja indica reagao positiva.

3.7.6 Antraquinonas e Naftoquinonas

Foi levado a fervura 30ml do extrato alcodlico e fragdes em um baldo, por 15
minutos sob refluxo e foi adicionando 5ml de acido sulfurico 10%. Antes de esfriado,
os extratos e fragbes foram filtrados e foi adicionado 30 ml de agua destilada. Com
um funil de separagdo, as fragdes orgénicas foram decantadas. A fracéo
hidroalcodlica foi extraida com 10ml de éter etilico, sendo que este procedimento foi
feito duas vezes. As fragdes foram concentradas até 5ml e transferidas para um tubo
de ensaio, realizando a reagado de Borntrager. Foram adicionados 5 ml de hidréxido
de aménia e agitado suavemente. O aparecimento de coloragdo avermelhada indica

a presenca de antraquinonas e/ ou naftoquinonas.
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3.7.7 Esteroides e Triterpenos

Foram evaporados 30ml de cada fragdo em banho-maria e os residuos foram
dissolvidos com cloroférmio. Foram pipetados 0,1ml; 0,5ml e 1,0ml dos extratos
cloroférmicos de cada fragdo para 3 tubos de ensaio e os volumes foram
completados com cloroférmio par a 2ml. Foram realizadas as reacdes de Libermann-
Bouchardat lentamente, com a adicdo de 1ml de acido acético anidro e 2ml de acido
sulfurico concentrado. O desenvolvimento de coloracdo résea escura ou azul € um
indicativo da presencga da fungao carbonila na posi¢ao 3 e dupla ligagdo entre os
carbonos 5 e 6 da estrutura quimica. A coloracado verde indica funcdo hidroxila na
posicado 3 do anel esteroidal e dupla ligagao entre os carbonos 5 e 6. Quando ocorre
o desenvolvimento de coloragdo amarela, possivelmente existe a presenca de metila
em no carbono 14. A coloracdo verde demonstra a presenca de esteroides e/ou

triterpenos.

3.7.8 Reacgao de Keller Kelliani

Foram transferidos para 4 tubos de ensaio, 2ml das fracbes hexano,
cloroférmio, acetato de etila, e hidroalcodlica, e levado a secura. O residuo foi
dissolvido com 2ml de acido acético anidro e 0,2ml de solugao de cloreto férrico a
1%. A mistura foi transferida para um tubo de ensaio contendo 2ml de acido sulfurico
concentrado. O desenvolvimento de coloragao azul ou verde na fase de contato dos
dois liquidos ou na fase acética indica reacao para desoxiagucares. A coloracio azul
€ indicativo da presenca de esteroides, enquanto a coloracdo verde indica a

presenca de triterpenos.

3.7.9 Antocianinas

As antocianinas sao pigmentos os quais modificam suas cores de acordo com
o pH. Em meio acido, as antocianinas formam sais de oxdnio corados de vermelho e
meio alcalino adquire coloragdo azul a estrutura quinoide. Para a pesquisa de
antocianinas foram transferidos 5ml dos extratos aquosos para trés tubos de ensaio.
O primeiro tubo foi acidificado com acido cloridrico a 1% (pH 4), o segundo tubo foi

alcalinizado com hidréxido de aménio (pH 10) e o terceiro tubo foi neutralizado (pH
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7). O desenvolvimento de coloragdo avermelhada em meio acido, azulada em meio

alcalino, ou violadceo em meio neutro, indica reagao positiva.

3.7.10 Saponinas

Para o teste de saponinas foram utilizados os tubos para pesquisa de
antocianinas. Estes foram agitados energicamente, com movimentos succionais, por
5 minutos e deixados em repouso por 30 minutos. A altura do anel de espuma foi
medida apos este periodo. O desenvolvimento de espuma com altura superior a 1cm

e persistente apos o repouso indica reagao positiva.

3.7.11 Heterosideos Cianogénicos

Reacdo de Schoembein

Em 5ml dos extratos aquosos, foram pingadas 4 gotas de hidroxido de sodio a
10%, adicionados 3 cristais de sulfato ferroso e 1 gota de cloreto férrico a 1%. As
amostras foram aquecidas em chapa metalica até ebulicdo e foram adicionadas 1
gota de acido cloridrico a 1%. A reagao € positiva quando ocorre o desenvolvimento

de coloracao azul.

3.7.12 Taninos

3.7.12.1 Reagao com Cloreto Férrico

Foram adicionadas 3 a 5 gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico a 1% em
1ml de do extrato aquoso. Coloracdo azul, verde ou precipitado indica a presenca e
taninos (DAULA; BASHER, 2009).

3.7.12.2 Teste da gelatina
Foram transferidos para tubos de ensaios 0,5ml; 1ml e 2ml de solugdo de
gelatina a 1%, recém preparada. O desenvolvimento de turbidez ou precipitado

indica reacao positiva.
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3.7.13 Amino Grupos

Foram concentrados 10ml dos extratos aquosos até volume de 5ml em
banho-maria a 60°C. Em tiras de papel de filtro, foram adicionadas 5 gotas dos
extratos concentrados. Apds secagem, foram pingadas 2 gotas da solugdo de
ninhidrina a 1% sobre as manchas das amostras do papel de filtro, e levado a estufa
a 100°C durante 15 minutos (MIGUEL, 2003).

A presenga de amino grupos € indicada pelo aparecimento de coloragao
violeta ou azul (BOXI et al., 2010).

3.7.14 Acidos Fixos

Foram adicionados 20ml dos extratos aquosos e 2ml de hidroxido de sédio 1N
em um baldo de fundo chato e levado a refluxo durante 30 minutos. Apds
esfriamento, os extratos foram acidificados com &acido sulfurico a 0,5mol/lL e
extraidos com 10ml de éter etilico, sendo este processo repetido por trés vezes. Os
extratos etéreos foram tratados com carvao ativado, filtrados e levados a secura em
banho-maria a 50°C e adicionados 5ml de solucéo de hidroxido de ambnio 0,5mol/L.
Trés gotas do filtrado foram pingadas em papel de filtro e sobre as manchas foram
pingadas 1 gota de reagente de Nessler. O papel de filtro foi levado a estufa por 5
minutos. Visualiza-se reacao positiva com o aparecimento de coloracdo marrom.

Para controle negativo foi utilizado uma mancha com o reativo de Nessler.

3.7.15 Acidos Volateis

Amostras de 10ml dos extratos aquosos foram acidificadas com 10ml de acido
sulfurico 0,5mol/L e levadas ao banho-maria a 60°C. Com fita indicadora de pH
presa ao tubo com rolha de cortica € possivel avaliar a presenca de acidos volateis,

o aparecimento de pH baixo, proximo de 1, indica reacao positiva.
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3.8 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS QUIMICOS

3.8.1 Fracdo Remanescente de Caules (FRC)

Foi realizada cromatografia em coluna com a fragdo remanescente de caules
devido ao seu bom rendimento durante o fracionamento por soxhlet, apresentando
quantidade suficiente de amostra para os testes bioldgicos e isolamento por
cromatografia.

Para o preparo da amostra foi utilizada 12,399 da fragcédo e 25,869 de silica gel
60 (0,06-0,2mm). A fracdo foi solubilizada em pequena quantidade de metanol,
adicionada a silica e levada a banho-maria a 50°C até completa evaporacdo do
solvente.

A coluna de vidro foi empacotada utilizando a silica gel como fase
estacionaria e a fase moével foi preparada através da mistura de metanol e acetato
de etila, comegando com a propor¢gao de 40/60 (metanol/acetato de etila) e
aumentando a polaridade em 5% até proporcao final de 100% de metanol. Apds o
final da eluicdo foi feita outra fase modvel para extrair compostos mais polares,
utilizando como eluentes metanol e agua destilada, partindo da proporgdo 90/10
(metanol/agua) e aumentando a polaridade em 10%, chegando a proporgao 60/40.
Os eluatos foram coletados em frascos numerados, totalizando 211 frascos de
aproximadamente 10ml cada. O solvente dos frascos foi evaporado a temperatura
ambiente para obtencdo de compostos purificados.

Os frascos 0 a 5 precipitaram sdlidos brancos. Foi feita cromatografia em
camada delgada (CCD) em placas de silica gel utilizando como fase mével acetato
de etila 95%; acido formico 3,5% e agua destilada 1,5% para pesquisa de taninos e
flavonoides. Os frascos 1 ao 4 tinham as mesmas caracteristicas, foram reunidos e
denominados FRC-02.

3.9 IDENTICACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS

As amostras isoladas do extrato bruto de folhas RSF, extrato bruto de caules
RSC e da fragdo remanescente de caules FRC-02 foram analisadas por RMN. Foi

utilizado espectrdmetro Bruker DPX 200, operando a 4,7 Tesla; observando os
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nucleos de 'H e C a 200,13 e 50,62MHz, respectivamente. As amostras foram
solubilizadas em DMSO deuterado e foi utilizado TMS como referéncia. As analises
foram feitas no Laboratério de Ressonéncia Magnética Nuclear (LabRMN).

A amostra RSC também foi analisada por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier, na faixa de 4000 a 500cm™, utilizando KBr para
confeccéo da pastilha.

Ambas as analises foram realizadas no departamento de Quimica da

Universidade Federal do Parana.

3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.10.1 Método do Fosfomolibdénio

O experimento foi realizado de acordo com Prieto, Pineda e Aguilar (1999).

O reativo fosfomolibdénio foi preparado com 28ml de solu¢cdo de fosfato de
sédio monobasico anidro (0,1mol/L), 12ml solu¢do de molibdato de amdbnio
tetrahidratado (0,03mol/L) e 20ml solugédo de acido sulfurico (3mol/L), sendo o
volume final completado em baldo volumétrico com agua destilada para 100ml.

As amostras dos extratos, fracdes, Oleo essencial e padrdes foram
preparadas na concentragdo de 200ug/ml, solubilizadas com metanol. Os padrdes
utilizados foram vitamina C, rutina e BHT. Aliquotas de 300ul das amostras foram
adicionadas a 2,5ml do reagente e incubadas em banho-maria a 95°C por 1h30. As
amostras, em temperatura ambiente, foram lidas em espectrofotbmetro no
comprimento de onda 690nm. Para o preparo do branco foi utilizado o solvente
metanol nas mesmas condi¢cdes que as amostras.

Todas as amostras foram preparadas em triplicata e os resultados foram
expressos na forma de atividade antioxidante relativa (AAR%) em comparagédo com

a vitamina C, conforme equacéo (3):

AARY — Abs (amostra) — Abs (branco) 100
°~ Abs (controle) — Abs (solvente)
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Abs (amostra) = absorbancia da amostra,
Abs (branco)= absorbancia do reagente,
Abs (controle) = absorbancia da vitamina C,
Abs (solvente) = absorbancia do solvente.

Para analise estatistica dos dados, foi utilizado Analise de Variancia (ANOVA)
e quando necessario, empregado o teste de Tukey. Os calculos foram realizados
utiizando o programa Sisvar e valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3.10.2 Método do DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O teste foi realizado de acordo com Mensor et al. (2001) modificado. As
amostras foram preparadas em diferentes concentracées. Uma aliquota de 700ul de
cada concentracdo reagiu com 300yl da solugdo metandlica de DPPHe a 0,3mM, em
local escuro e a temperatura ambiente, por 30 minutos. As amostras foram lidas em
espectrofotometro, a 540nm. O branco foi preparado com 700ul de metanol e 300ul
da respectiva concentracéo preparada. O controle negativo foi preparado com 700yl
da solucdo de DPPHe e 300ul de metanol; e os controles positivos utilizados foram
solugdes-padrao de rutina, vitamina C e BHT.

A atividade antioxidante foi calculada através do decaimento do DPPHe.
Diferentes concentragdes de cada amostra foram preparadas em triplicata e a média

dos percentuais antioxidantes foram calculados de acordo com a equagéao (4):

DPPHY Abs (amostra) — Abs (branco) 100
= X
0 Abs (DPPH)

Abs (amostra) = absorbancia da amostra de cada concentragéo,
Abs (branco)= absorbancia do branco de cada concentracgéo,
Abs (DPPH) = absorbancia da solu¢gao de DPPH a 0,3mM em metanol

Para determinacao da Clsp, concentragdo do antioxidante necessario para
reduzir a absorbancia inicial do DPPHe em 50%, foram utilizadas 5 concentragdes de

cada amostra, para obtengdo da regressao linear, onde o eixo da abcissa (x) é
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representado pelas concentragbes das amostras e o eixo da ordenada (y) é
representado pela porcentagem do reagente DPPHe.

Para analise estatistica dos dados, foi utilizado Analise de Variancia (ANOVA)
e quando necessario, empregado o teste de Tukey. Os calculos foram realizados
utilizando o programa Sisvar, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

3.11 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de
difusdo em agar, de acordo com Bauer et al. (1966) modificado.

Foram utilizados para o experimento os micro-organismos Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), bactéria gram-positiva; Escherichia coli (ATCC 8738), bactéria
gram negativa; e Candida albicans (ATCC 10231), uma levedura. Os micro-
organismos foram semeados em agar TSA por 24h. Com auxilio de alga
bacterioldgica, as col6nias isoladas foram transferidas para solugao salina 0,9%. As
suspensodes foram padronizadas através de comparacao visual de turbidez com tubo
equivalente a escala 0,5 de McFarland. Com um swab previamente esterilizado, os
inéculos foram semeados em placas de Petri contendo meio agar Mueller Hinton
para bactérias e agar Sauboraud para levedura.

As amostras foram solubilizadas em etanol 30% (v/v), exceto os extratos
aquosos, os quais foram solubilizados em agua destilada estéril e o 6leo essencial, 0
qual foi utilizado puro. Os extratos e fracbes foram preparados em concentragao
2mg/ml. A aplicacédo de 30ul das amostras foi feita nos discos de papel filtro e o teste
foi realizado em duplicata. Foram adicionados 30ul de cloranfenicol (250ug/ml) como
controle positivo para bactérias e 30ul de cetoconazol (500ug/mL) como controle
positivo para levedura. As placas foram incubadas a 37°C por 24h. A atividade
antimicrobiana das amostras foi verificada pela medida do halo de inibicao de

crescimento e comparada com o halo formado pelo controle.

3.12 TOXICIDADE UTILIZANDO Artemia salina

Os cistos foram adquiridos em loja de aquarios e o ensaio foi realizado de

acordo com Meyer et al. modificado (1982). A agua salina foi preparada na
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concentragao 35,8g/L, utilizando de sal marinho e solubilizado em agua purificada. O
pH foi mantido entre 8,0 e 9,0 e a agua foi aerada por 30 minutos. Foram utilizados
400ml de solugdo salina, 200mg de ovos e a temperatura foi mantida entre 27°C a
30°C com auxilio de uma lampada incandescente. A agua artificial do mar foi
mantida sob agitagao constante para permitir a oxigenagao da solucgao.

Foram feitas diluicdes dos extratos em 7 concentragdes: 10, 50, 100, 250,
500, 750 e 1000ug/ml em metanol; exceto para os extratos aquosos, os quais foram
solubilizados em agua destilada. As amostras foram preparadas em quintuplicata.
Apods as diluicdes da solugdo-mée nas concentragdes desejadas, as amostras foram
secas em estufa por 48h para eliminacdo do solvente e foram ressuspendidas em
salina. Para os extratos aquosos as amostras nao foram secas. O controle positivo
foi preparado utilizando sulfato de quinidina nas mesmas concentragdes dos extratos
e como controle negativo foi utilizado metanol. Para facilitar a solubilizagdo do 6leo
essencial foi utilizado tween 80 a 10% (p/v), sendo preparado um controle negativo
de tween 80 solubilizado em metanol.

Dez nauplios foram transferidos para cada frasco com auxilio de pipeta
Pasteur e o volume foi completado para 5ml com a solugdo salina. As amostras
foram mantidas na presenca de luz e agitagdo constante. Apds 24 horas, os nauplios
sobreviventes e mortos foram contados. A estimativa da concentragao letal capaz de

matar 50% da populagao (CLso) foi obtida através da analise estatistica Probitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MORFOANATOMIA

Embora as espécies de mirtaceas sejam abundantes em 6leos essenciais e
outros compostos quimicos, estudos de anatomia foliar e histoquimicos sé&o
escassos (RETAMALES; SCHERSON; SCHARASCHKIN, 2014). As folhas de
Myrceugenia acutiflora medem aproximadamente 6,5cm de comprimento e 3cm de
largura. Sao folhas opostas, lanceoladas, apresentam apice agudo, margem inteira e
base aguda, caracteristicas presentes no género (LIMA; GUEDES-BRUNI, 2004). As
folhas possuem peciolo curto com cerca de 0,3cm de comprimento, de acordo com a
FIGURA 4.

FIGURA 4 — FOLHAS DE Myrceugenia acutiflora

FONTE: A autora (2018).

Em vista frontal, as células da epiderme de M. acutiflora apresentam paredes
sinuosas em ambas as faces conforme FIGURA 5A-B. De acordo com Metcalfe e
Chalk (1972), as espécies de plantas pertencentes a Myrtaceae apresentam
estdmatos anomociticos, porém ha varios relatos de estdmatos paraciticos em

membros desta familia, demonstrando que ndo existe padrao unico. Para a espécie
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em estudo foram encontrados estdbmatos paraciticos apenas na face abaxial,
caracterizando a folha como hipoestomatica (FIGURA 5C-D). Em um estudo feito por
Retamales e Scharaschkin (2015) com 14 espécies de Myrceugenia spp., foram
descritos estdmatos anomociticos para todas as espécies. Para outras 2 espécies
estudadas por Verbinenn (2001) também foram encontrados estdmatos
anomociticos. Embora ja tenha sido descrito a presenga de estébmatos paraciticos
para a espécie Myrceugenia acutata D. Legrand (BEZERRA, 2013), esse tipo de
estbmato ndo parece estar presente na maioria das espécies do género, o que

poderia ajudar na identificacdo da Myrceugenia acutiflora.

FIGURA 5 — VISTA FRONTAL DA EPIDERME FOLIAR DA ESPECIE M. acutiflora
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FONTE: A autora (2018).

A. Face adaxial, epiderme sinuosa em microscopia o6tica (MO). B. Face adaxial em
microscopia eletrénica varredura (MEV). C. Face abaxial, estdbmatos paraciticos em MO. D.
Face abaxial em MEV. ep: epiderme, es: estdbmato. Barra= 50 um (A e C)

Os tricomas sédo observados para espécies da familia, sendo descritos para
alguns géneros como Calyptranthes sp. e Eugenia sp.; e algumas espécies de
Myrcia sp., constituindo um importante carater para a diferenciacéo das espécies do
Brasil (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Eventualmente, folhas glabrescentes podem
ser erroneamente classificadas como folhas glabras. O termo glabrescente descreve

a condi¢ao da planta de possuir tricomas quando jovens, porém os perdem ao longo
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do seu desenvolvimento (GOMES et al., 2009). Essa caracteristica esta presente
nas folhas e caules do género Myrceugenia sp. (LIMA; GUEDES-BRUNI, 2004).

Para as folhas da espécie em estudo foram encontrados estruturas
condizentes com tricomas dibraquiados, ilustrados na FIGURA 6C-D. Os achados
foram comparados com os tricomas dibraquiados da espécie Myrceugenia
correifolia, conforme FIGURA 6A-B.

FIGURA 6 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE TRICOMA DE ESPECIES DE
Myrceugenia sp.

FONTE: Adaptado de RETAMALES; SCHARASCHKIN (2015) — FIGURAS A e B. A autora (2018) —
FIGURAS C e D.

A. Superficie abaxial levemente pubescente de Myrceugenia corrfeifolia. B. Tricoma dibraquiado de
Myrceugenia corrfeifolia. C. Superficie abaxial de folha jovem de Myrceugenia acutiflora. D. Tricoma
dibraquiado de Myrceugenia acutiflora. Barra = 50 ym (A-B), 200 um (C).

Também foram encontrados tricomas tectores unicelulares, de acordo com
FIGURA 7C e FIGURA 8A. A presenga de mais de um tipo de tricoma foi descrita
para diversas espécies do género (LIMA; GUEDES-BRUNI, 2004; RETAMALES;
SCHARASCHKIN, 2015). A distribuicdo de tricomas tectores em folhas e caules
constitui uma barreira mecanica contra alta intensidade luminosa, temperaturas

extremas e perda excessiva de agua (DE FARIAS et al., 2008).
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O mesofilo é classificado como heterogéneo ou dorsiventral, encontrado na
maioria das Mirtaceas (DIAS et al., 2012), apresentando parénquima paligadico
provido de apenas 1 estrato celular, ilustrado na FIGURA 7B-C, caracteristica
anteriormente descrita para Myrceugenia parvifolia (DC.) Kausel (RETAMALES;
SCHARASCHKIN, 2015). O parénquima esponjoso apresentou cerca de 6-8
camadas. A estrutura do parénquima esponjoso nado € constante dentro das
subtribos de Mirtdceas que foram estudados por Cardoso, Proenga e Sajo (2009),
podendo variar de células irregulares dispostas de forma compacta a células lobadas
com muitos espacgos intercelulares. Em 3 espécies de Myrceugenia sp. estudada por
esses autores, todas possuiam parénquima esponjoso frouxo.

Em seccdo transversal da folha, a epiderme de M. acutiflora apresenta-se
uniestratificada com células isodiamétricas em ambas as faces, FIGURA 8A. A
cuticula é lisa em ambas as faces, FIGURA 5B e 6D, e tem reacao positiva ao
corante Sudam Ill. No género Myrcia sp., as espécies podem apresentar folhas
recobertas por cuticula lisa e estriada. No entanto, as células epidérmicas de
Eugenia sp. sao recobertas exclusivamente por cuticula estriada (JORGE; AGUIAR;
SILVA, 2000). Subjacente a epiderme encontra-se uma a duas camadas de
colénquima angular no qual nota-se grdos de amidos assim como nas demais
células do parénquima fundamental.

M. acutiflora tem drusas (cristais de oxalato de calcio) na regido do mesofilo e
nervura central, visualizado na FIGURA 7A-B. As drusas estdo presentes em
diversas espécies de Mirtaceas (DE FARIAS et al., 2008). Embora sua fungdo néo
esteja clara, acredita-se que esteja relacionada com a regulagao de calcio e outros
minerais e defesa contra herbivoros e patégenos (VOLK et al., 2002). A presenga e
o tipo de cristal, a localizagdo e frequéncia nos tecidos vegetais, auxiliam na
diagnose da espécie (DONATO; MORRETES, 2005).
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FIGURA 7 — SECGAO TRANSVERSAL DO MESOFILO DE M. acutiflora

FONTE: A autora (2018).

A. Mesofilo contendo drusas. B. Mesofilo em MEV. C. Tricoma tector unisseriado em MEV. am:
amido, ep: epiderme, pe: parénquima esponjoso, pp: parénquima paligadico, tt: tricoma tector, xi:
xilema, fi: fibras, fl: floema, xi: xilema, dr: drusas, ct: cuticula. Barra = 200 ym (A), 50 um (B e C).

O formato da nervura central, em seccédo transversal, apresenta uma
importante caracteristica na identificagdo de drogas vegetais (OLIVEIRA; AKISUE;
AKISUE, 1991; WOSCH et al., 2015; BOBEK, 2015), neste sentido verificou-se que
a espécie em estudo apresentou nervura central com formato plano-convexo
FIGURA 8A. Entretanto, dentro Myrtinae, a superficie adaxial das espécies
apresenta uma projecdao (CARDOSO; PROENCA; SAJO, 2009).

O sistema vascular mostra-se em arco aberto com invaginagdo nas
extremidades e é envolvido por uma bainha esclerenquimatica, conforme FIGURA
8B. Feixes vasculares bicolaterais nas nervuras medianas foram encontrados nas
espécies estudadas por Gomes et al., (2009). O sistema vascular principal da familia
Myrtaceae € unico, em forma de arco aberto ou encurvado nas extremidades e com
feixe vascular do tipo bicolateral circundado por fibras (METCALFE; CHALK, 1972).
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FIGURA 8 — SECGAO TRANSVERSAL DA NERVURA CENTRAL DE M. acutiflora

FONTE: A autora (2018).

A. Visdo geral da secgao transversal. B. Detalhes dos feixes vasculares. C. Grdos de amido corados
com lugol. am: amido, co: colénquima, ct: cuticula, pe: parénquima esponjoso, pp: parénquima
palicadico, ep: epiderme, fv: feixe vascular, fi: fibras, fl: floema, xi: xilema. Barra = 200 um (A-C).

O peciolo em secgao transversal apresenta formato cdncavo-convexo, e
tricomas tectores espalhados pela epiderme uniestratificada, conforme FIGURA 9A.
Apresenta cuticula espessa a qual reage positivamente ao Sudam |ll, ilustrado na
FIGURA 9C. O sistema vascular apresenta feixe vascular em arco aberto, diferente
da folha, onde n&o ocorre bainha esclerenquimatica, FIGURA 9A.

Nota-se a presenga de muitas drusas de oxalato de calcio, FIGURA 9B-D,

graos de amido e idioblastos com conteudo fendlico no parénquima fundamental
FIGURA 9E.
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Diferente de outras espécies de Mirtaceas, ndo foram observadas células
secretoras nas folhas e peciolos de M. acutiflora, porém foi encontrado 1 tricoma
glandular no peciolo, ilustrado na FIGURA 8C. Segundo Retamales e Scharaschkin
(2015) a presenga de tricomas glandulares ou secretores ndo € uma caracteristica
muito encontrada para espécies de Myrtaceae da América do Sul. Cardoso, Proenga
e Sajo (2009) observaram este tipo de tricoma apenas na superficie abaxial de
folhas de Myrceugenia euosma (O. Berg) D. Legrand.

Os tricomas glandulares sao locais de produgao de metabdlitos secundarios
como taninos, resinas, mucilagem e Oleos essenciais. Estas substancias séao
armazenadas nos tricomas ou volatilizadas na superficie da planta, participando na
defesa da planta contra insetos fitofagos e patdgenos; ou atraindo polinizadores
(WAGNER, 1991).

FIGURA 9 — SECCAO TRANSVERSAL DO PECIOLO DE M. acutiflora

FONTE: A autora (2018).

A. Visao geral do peciolo em MO. B. Graos de amido em reagdo com lugol em MO. C. cuticula em
reagdo com Sudam Illl. D. Drusas e cristais presentes no parénquima. E. Compostos fendlicos
corados com cloreto férrico. am: amido, cf: compostos fendlicos, cr: cristais, dr: drusas, ep: epiderme,
fi: fibras, fl: floema, pa: parénquima, tr: tricoma, xi: xilema. Barra = 100um (A), 200 um (B-E).
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O caule possui formato circular quando seccionado transversalmente, A
epiderme € uniestratificada e recoberta por -cuticula delgada que reage
positivamente ao Sudam Ill, FIGURA 10A. Escassos tricomas tectores unicelulares
encontram-se espalhados pela epiderme. Dutos secretores estdo presentes no
cortex, FIGURA 10A .

O sistema vascular € bicolateral FIGURA 10D e esta envolvido por uma
bainha esclerenquimatica descontinua a qual reage positivamente ao teste com
floroglucina cloridrica FIGURA 10E. Na regido medular sdo observados numerosos

graos de amido, drusas e cristais de oxalato de calcio FIGURA 10B-D.

FIGURA 10 — SECGAO TRANSVERSAL DO CAULE DE M. acutiflora

FONTE: A autora (2018).

A. Reacgdo com Sudam Il em MO. B. Reagédo com floroglucina cloridrica. C-D. Detalhes dos feixes
vasculares. E. graos de amido na regido medular em reagdo com lugol. ct: cuticula, cr: cristais, cx:
cortex, du: duto secretor, ep: epiderme, fi: fibras, fl: floema, xi: xilema. Barra = 200 ym (A-E).
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4.2 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

4.2.1 Determinacao de Perda por Dessecacéao

No ensaio de perda por dessecacao realizado foram obtidos resultado de
umidade média 12,82% + 0,31 e 1526% x 0,21 para folhas e caules,
respectivamente, de acordo com TABELA 2.

O teor de umidade é um parametro de qualidade de drogas vegetais, pois o
excesso de agua favorece o crescimento microbiano, aparecimento de fungos,
insetos e pode causar a hidrélise dos componentes quimicos presentes no material.
De forma geral, os teores de umidade permitidos nas monografias encontram-se
entre 8 a 14%, variando de acordo com as partes da planta e monografia especifica
das espécies (SIMOES et al., 2017). Na Farmacopeia V edi¢éo (2010) estes valores
oscilam entre 8 a 15%.

Para a espécie em estudo, o resultado de umidade encontrado para folhas
esta dentro dos parametros estabelecidos pela Farmacopeia, enquanto o resultado
da umidade de caules encontra-se um pouco elevado em relacdo a média de outras
espécies vegetais. Neste caso, é aconselhado deixar o material vegetal secar a
temperatura ambiente por periodo superior a 7 dias, especialmente quando a coleta

for realizada nos meses de inverno.

4.2.2 Determinacéo de Cinzas Totais

O teor de cinzas foi de 4,72% % 0,22 para folhas e 2,99% * 0,18 para caules;
conforme TABELA 2. A determinagao de cinzas totais é resultado da incineragao do
material vegetal. O conteudo de cinzas provém dos componentes minerais da planta
e/ou substancias inorganicas que podem estar presentes como contaminantes da
droga vegetal. Altos teores de cinzas pode ser indicio de contaminagédo como areia,
terra, indicando mau tratamento na colheita, higienizagdo e processamento do
material (GUIZZO et al., 2015).

Como n&o ha monografia da Myrceugenia acutiflora, ambos os testes fisico-
quimicos auxiliam na formulacdo de paradmetros de controle de qualidade e

identificagdo da espécie.
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Ensaios* Folhas Caules
Umidade (%) + DP 12,82 + 0,31 15,26 £ 0,21
Cinzas (%) + DP 472 +0,22 2,99 +0,18

FONTE: A autora (2018).
*Valores expressos como média * desvio padrao.

4.3 PESQUISA DE OLEO ESSENCIAL

4.3.1 Extracéo de Oleo Essencial

Para a extragdo de Oleo essencial utilizando 395g, foi obtido 0,2ml; com

rendimento equivalente a 0,05% (v/m). O rendimento dos O&leos essenciais

normalmente é muito baixo, com excecdes, como nos botdes florais de cravo-da-

india (Syzygium aromaticum), atingindo 15% (SILVA, 2010).

4.3.2 ldentificacdo dos Componentes do Oleo Essencial

A andlise dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia gasosa

acoplada a um espectrémetro de massas, de acordo com FIGURA 11.

FIGURA 11 - ANALISE POR CG/MS DO OLEO ESSENCIAL DE M. acutiflora

. Mhyrocugenia acutiflora
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FONTE: A autora (2018).
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A corrida cromatografica apresentou 67 constituintes, com 93,85% de

compostos identificados. Dentre estes, houve a predominancia de sesquiterpenos

com 80,43%; sendo 51,75% de sesquiterpenos hidrocarbonetos e 28,68% de
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sesquiterpenos oxigenados, conforme TABELA 3. Em um estudo com as folhas da

goiaba (Psidium guajava L.), Smith e Siwatibau (1975) observaram que o teor de

terpenos oxigenados é menor em folhas jovens.

TABELA 3 — IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS POR CG/MS DO OLEO
ESSENCIAL DE FOLHAS DE M. acutiflora

(continua)
Tempo de RI (encontrado) RI Constituinte quimico Area relativa
retengdo (min) (tedrico) (%)
Monoterpenos hidrocarbonetos 0,12
8.243 1019 1024 limoneno 0,12
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 51,75
20.973 1330 1335 0-elemeno 0,82
21.547 1343 1348 a-cubebeno 0,22
22.293 1360 NI** 0,37
22.453 1364 1373 a-ylangeno 0,12
22.663 1369 1374 a-copaeno 1,64
22.943 1375 1387 B-bourbonero 0,66
23.253 1382 1389 B-elemeno 2,58
24.083 1402 1409 a-gurjuneno 0,96
24483 1411 1417 (E)-cariofileno 8,60
24777 1418 1430 B-copaeno 0,57
24.953 1423 1434 y-elemeno 1,15
25.207 1429 1439 aromandendreno 1,60
25.350 1432 1448 cis-muurola-3,5-dieno 0,66
25.553 1437 1451 trans-muurola-3,5-dieno 0,31
25.747 1442 1452 a-humuleno 2,79
26.033 1448 1458 allo-aromandendreno 1,90
26.260 1454 1461 cis-cadina-1(6),4-dieno 0,24
26.563 1461 1475 trans-cadina-1(6),4-dieno 0,72
26.687 1464 1478 y-muuroleno 1,60
26.823 1467 1480 germacreno D 1,83
27.027 1472 1489 B-selineno 1,49
27.260 1478 1492 o-selineno 1 ,31
27.523 1484 1496 viridifloreno 5,14
27.653 1487 1500 a-muuroleno 1,21
27.907 1493 1502 trans-B-guaieno 0,57
28.013 1496 1505 (E,E)-a-farneseno 0,59
28.113 1498 1505 B-bisaboleno 1,75
28.343 1504 1521 trans-calameneno 3,82
28.573 1510 1522 d-cadineno 3,32
28.880 1517 1533 trans-cadina-1,4-dieno 0,41
28.997 1520 1544 a-caracoleno (impuro) 0,54
29.093 1523 1537 a-cadineno 0,41
29.340 1529 1545 selina-3,7(11)-dieno 0,57
29.813 1541 1559 germacreno B 1,65
Sesquiterpenos oxigenados 28,68
30.017 1546 NI (C15H260)** 1,29
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(concluséo)

Tempo de RI (encontrado) RI Constituinte quimico Area relativa
retengao (min) (tedrico) (%)
30.373 1555 1577 espatulenol 3,41
30.537 1559 1582 oxido de cariofileno 2,03
30.757 1565 1590 globulol 3,79
31.027 1571 1592 viridiflorol 2,64
31.137 1574 1595 cubeban-11-ol 1,44
31.273 1577 1600 guaiol 0,53
31.400 1581 1600 rosifoliol 2,46
31.760 1590 NI (C15H260)** 0,80
31.910 1593 NI (C15H260)** 0,52
32.010 1596 1616 Junenol 0,53
32.203 1601 NI** 1,92
32.420 1606 1627 1-epi-cubenol 0,83
32.493 1608 NI (eudesmol estereocisomero)** 0,63
32.663 1613 1639 allo-aromadendreno epodxido 1,26
32.893 1619 1640 T-muurolol 2,84
33.007 1622 1644 a-muurolol 1,53
33.240 1628 1651 pogostol 2,63
33.337 1631 1652 a-cadinol 2,28
33.460 1634 NI** 1,10
33.830 1644 NI** 0,81
34.027 1649 NI** 0,53
34.350 1657 NI** 0,56
34.570 1663 1683 epi- a-bisabolol 0,48
Diterpeno oxigenado 6,19
49.497 2100 1942 fitol 6,19
Outros 4,73
10.497 1081 1100 n-nonanal 0,09
12.550 1133 1149 (ZZ)-nonen-1-al 0,07
35.037 1675 * heptadeceno 1,12
36.300 1709 1740 4,8-epithioazuleno 1,56
40.567 1828 * hexahidrofarnesilacetona 0,47
44.627 1947 1959 acido n-hexadecandico 0,56
53.467 2232 alcano (>C30) 0,86
Total identificado 93,85

FONTE: A autora (2018).
*Biblioteca NIST14
** NI: ndo identificado

Apenas um tipo de monoterpeno foi encontrado, o limoneno com 0,12%; e

apenas um tipo de diterpeno, o fitol com 6,19%.

Em uma analise quimiotaxonémica realizada por Nakamura et al. (2010) sobre

algumas espécies dos géneros Myrcia sp. e Eugenia sp. da familia Myrtaceae,

houve a predominéncia de compostos sesquiterpenos (>90%) no 6leos essenciais.

Este € o principal grupo de terpenos encontrado em 6leos essenciais do

género Myrceugenia sp. (STEFANELLO et al., 2011). Em um estudo de Limberger et

al. (2002) com espécies do género, os Oleos ricos em sesquiterpenos ciclicos

pertenciam as vias de ciclizagado do cariofileno e germacreno, sendo que do grupo

do cariofileno, os compostos mais abundantes foram o B-cariofileno e 6xido de
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cariofileno e do grupo do germacreno foram o espatulenol, globulol e epiglobulol,
corroborando os dados encontrados na analise do 6leo essencial de Myrceugenia
acutiflora.

Os sesquiterpenos sao formados por 3 unidades de 5 carbonos (C5). Devido
o aumento na cadeia carbdnica e adigdo de dupla ligacdo durante a sintese de
terpenos, aumenta a possiblidade de ciclizagdes na molécula. Como consequéncia,
o numero de sesquiterpenos conhecidos é muito maior que o0 numero de
monoterpenos (DEWICK, 2007).

Os sesquiterpenos podem ser monociclicos, biciclicos ou ftriciclicos, possuem
odor mais acentuado e sdo menos volateis que os monoterpenos, possuindo grande
potencial estereoquimico (BUCKLE, 2015).

O componente majoritéario do 6leo essencial foi o (E)-cariofileno, também
conhecido como B-cariofileno (ADAMS, 2007), com 8,6% da composi¢ao total da
amostra. Este € um sesquiterpeno biciclico presente em 6leos essenciais de varias
plantas, como Eugenia caryophyllata, Piper nigrum e no 6leo de copaiba, Copaifera
reticulata. Possui odor amadeirado e picante caracteristico, permitindo seu uso em
alimentos e bebidas, conferindo sabor citrico. Também €& utilizado como
aromatizante em detergentes, sabdes, logdes e cremes (FERREIRA, 2014).

Possui muitas propriedades terapéuticas como atividade antimicrobiana,
antiespasmaddica, ansiolitica, protetora da mucosa gastrica (NEVES et al., 2018),
antiviral contra o virus do herpes HSV1 (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER,
2011), anti-inflamatdria, antioxidante, anticarcinogénica e anestésica local
(ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). Esta ultima é dependente da estrutura quimica
da molécula, pois seu derivado 6xido de cariofileno ndo possui atividade anestésica
(XIAO et al., 2006).

Na natureza, € encontrado junto com pequenas quantidades dos seus
isbmeros (Z)-B-cariofileno (isocariofileno) e a-humuleno (anteriormente chamado de
a-cariofileno), ou em uma mistura com seus produtos de oxidagéo, como o 6xido de
cariofileno (GERTSCH et al., 2008).

O pB-cariofileno é um canabindide natural (fitocanabindéide) sem acao
psicoativa, o qual atua seletivamente nos receptores endoégenos do tipo 2 (CB2),
diminuindo a resposta inflamatdria. Possui efeitos citoprotetores e agdo antialérgica,
com baixa irritacdo cutanea e toxicidade. E lipossoltvel, o que poderia diminuir sua

biodisponibilidade, limitando sua aplicagdo médica. Por isso alguns estudos tem sido
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feitos associando o [B-cariofileno e ciclodextrina para aumentar sua solubilidade e
absorcédo (MEZA; LEHMANN, 2018).

Apesar das suas conhecidas atividades biolégicas, poucos estudos sobre
sintese quimica tem sido feitos. A molécula de B-cariofileno tem uma estrutura
quimica na qual um anel de 9 membros é fundido na conformagéo trans com um
ciclobutano, de acordo com FIGURA 12. A estrutura é impedida estericamente e
entra em rearranjos com facilidade. Isso torna o B-cariofileno uma molécula dificil de
se obter sinteticamente (FARIA et al., 2017).

FIGURA 12 — ESTRUTURA QUIMICA DO B-CARIOFILENO
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FONTE: A autora (2018).

O segundo composto presente em maior quantidade ¢é o fitol. Este é um alcool
diterpénico insaturado, ilustrado na FIGURA 13. Os diterpenos nao sao muito
encontrados em 0leos essenciais, uma vez que sua molécula é grande e possui
ponto de ebulicdo elevado, sendo dificil de encontra-los apds o processo de extragao
por arraste a vapor (BUCKLE, 2015).

O fitol é constituinte da molécula de clorofila (COSTA et al., 2012) e esta
presente em 6leos essenciais de diferentes plantas aromaticas (SILVA et al., 2013).
E um produto do metabolismo da clorofila, por isso esta bastante disponivel na
natureza (SANTOS et al., 2013). Esta ligado a clorofila por meio de uma ligagéao
éster na sua cadeia lateral, tornando a clorofila uma molécula lipofilica (RONTANI;
VOLKMAN, 2003). Quando o fitol esta na sua forma livre, é téxico para proteinas e
membranas (LIPPOLD et al., 2012).

O fitol € um liquido viscoso, incolor e odor floral. Ingrediente de fragrancias,
utilizado em cosméticos como xampus, sabonetes, produtos de limpeza (MCGINTY;
LETIZIA; API, 2010) e precursor na sintese de vitamina E e vitamina K
(POLATOGLU et al., 2015).
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Possui atividades antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatéria, antialérgica,
imunoestimulante (DE MORAES et al., 2014), anticonvulsivante, antiespasmddica
(DA SILVA et al.,, 2015), antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Mycobacterium tuberculosis; antiparasitaria contra Schistosoma mansoni, citotoxica
contra diferentes linhagens tumorais (ISLAM et al., 2015), antidepressiva e
antidiabética (COSTA et al., 2016). Devido as suas atividades farmacoldgicas, sua
molécula tem produzido varios analogos com o intuito de aumentar sua atividade
(SAIKIA et al., 2010) e diminuir sua toxicidade (CHOWDHURY; FITCH; GHOSH,
2012).

FIGURA 13 — ESTRUTURA QUIMICA DO FITOL
CH, CH, CH; CHs4
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FONTE: A autora (2018).

4.4 PREPARO DOS EXTRATOS E FRACOES

O peso e rendimento das fragdes de folhas e caules encontram-se nas
TABELA 4 e 5, respectivamente. O particionamento dos extratos vegetais tem como
objetivo a concentracdo de compostos bioativos em fragbes, para posterior
isolamento e identificacdo de metabdlitos por processos cromatograficos e
espectroscopicos (SIMOES et al., 2017).

TABELA 4 — RENDIMENTO DAS FRACOES DE FOLHAS

Fracgao Peso da Rendimento em relagao Rendimento em relagao
Amostra ao material vegetal ao extrato bruto
Hexano 19,9058¢g 1,45% 17,24%
Cloroférmio 33,47669g 2,44% 29,00%
Acetato de Etila 1,6299¢g 0,12% 1,41%
Remanescente 11,66169g 0,85% 10,10%

FONTE: A autora (2018).
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TABELA 5 — RENDIMENTO DAS FRACOES DE CAULES

Fragao Peso da Rendimento em relagdao Rendimento em relagao
Amostra ao material vegetal ao extrato bruto
Hexano 8,4904¢g 0,75% 21,18%
Cloroférmio 3,5937¢g 0,32% 8,96%
Acetato de 1,36g 0,12% 3,39%
Etila
Remanescente 15,9521¢g 1,40% 39,80%

FONTE: A autora (2018).

4.5 DETERMINACAO DE RESIDUO SECO

Do extrato aquoso das folhas foi obtido volume de 2,1L. O extrato foi
congelado e posteriormente seco no liofilizador. O rendimento do extrato aquoso das
folhas foi 4,64%. A média do teor de residuo seco, realizado em triplicata, foi 12,84%
+ 0,057. Do extrato aquoso dos caules foi obtido volume de 1,5L. O rendimento foi
3,05. A média do teor de residuo seco, realizado em triplicata foi 12,16% % 0,009; de
acordo com TABELA 3.

TABELA 6 — ANALISES DOS EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS E CAULES

Anadlises Folhas Caules
Teor de Residuo Seco (%) £ DP* 12,84 + 0,057 12,16+ 0,009
Rendimento (%) 4,64 3,05

FONTE: A autora (2018).
*Valores expressos como média + desvio padro.

Do extrato bruto das folhas com volume igual a 7,5L foi calculado o teor de
residuo seco e apos foi concentrado no rotaevaporador. O rendimento do extrato
bruto foi equivalente a 8,43%. A média do teor de residuo, realizado em triplicata,
obteve como resultado 15,60% + 0,045. Do extrato bruto dos caules foi obtido
volume de 6,98L, com rendimento de 3,54%. A média do teor de residuo seco teve
como resultado 5,81% + 0,036, conforme TABELA 7.



58

O extrato etandlico de folhas obteve melhor rendimento quando
comparado ao extrato aquoso, indicando quantidade maior de compostos menos

polares.

TABELA 7 — ANALISES DOS EXTRATOS BRUTOS DE FOLHAS E CAULES

Analises Folhas Caules
Teor de Residuo Seco (%) £ DP* 15,60 + 0,045 5,81+ 0,036
Rendimento (%) 8,43 3,54

FONTE: A autora (2018).
*Valores expressos como média * desvio padrao.

4.6 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

A andlise fitoquimica preliminar € baseada em reacdes quimicas que resultam
no aparecimento de coloracdo e/ou precipitacdo das amostras analisadas, com o
intuito de se identificar os principais grupos de metabdlitos (SIMOES et al., 2017).

A analise fitoquimica preliminar dos extratos aquosos de caules e folhas,
mostrou a presenga de grupos amino, heterosideos saponinicos, heterosideos
cianogénicos e taninos para ambas as partes da planta, descrita na TABELA 8. N&o

houve reagao positiva para pesquisa de acidos volateis e heterosideos antocianicos.

TABELA 8 — ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS E CAULES

Grupos Quimicos Caules Folhas
Heterosideos Saponinicos + +
Heterosideos Cianogénicos + +

Taninos + +
Grupos Amino + +

FONTE: A autora (2018).

Nas analises dos extratos hidroalcodlicos e fragbes de cloroférmio, acetato de
etila e hexano foram obtidos resultado positivo para flavonoides e iridoides nas
fracbes de folhas (TABELA 9); e positivo para esteroides, triterpenos e iridoides nas

fragcbes de caules (TABELA 10). Foi obtido resultado negativo para pesquisa de
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alcaloides, leucoantocianidinas, heterosideos flavonicos, cumarinas e heterosideos

antraquinénicos.

TABELA 9 — ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRAGCOES DE FOLHAS

Grupos Fragao Fragao Fragao Fragao
Quimicos Hexano Cloroférmio Acetato de Etila Hidroalcodlica
Flavonoides - - - +
Iridoides + + - -

FONTE: A autora (2018).

TABELA 10 — ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRAGOES DE
CAULES

Grupos Fragao Fragao Fracgao Fragao
Quimicos Hexano Cloroférmio Acetato de Etila Hidroalcodlica
Esteroides + - - -

Triterpenos - + - -

Iridoides + + - -

FONTE: A autora (2018).

As mirtdceas sdo conhecidas pela presenca de taninos, flavonoide e
triterpenos em suas espécies (KATO; BACHI; HERNANDES, 2011). Glicosideos

cianogénicos foram poucos descritos na familia (EVANS, 2009).

4.7 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS

4.7.1 Residuo Sdlido de Caules

A amostra RSC, retirada do extrato bruto etandlico, € um sdélido branco e
insoluvel em uma variedade de solventes como hexano, cloroférmio, etanol, agua e
pouco soluvel em DMSO. O sdlido, de peso 6,97g; possui rendimento de 0,58%.
Para auxiliar na identificacdo do composto foram utilizadas 2 técnicas
espectroscopicas: infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) e ressonancia

magnética nucelar (RMN).
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4.7.1.1 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier

A amostra foi analisada por espectroscopia de infravermelho na faixa de 4000
a 500 cm™. O espectro da amostra RSC apresentou absor¢des em 3417,55 cm™ e
1363,55cm™ caracteristicas de deformagao axial de hidroxilas. Os estiramentos em
1755,06 cm™ e 1729,99 cm™ indicam presenca de 2 lactonas. Estiramentos na faixa
de 1600 a 1700cm™ juntamente com estiramento em 756,03cm™ indicam a presenca

de C=C de anel aromatico, conforme FIGURA 14.

FIGURA 14 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA AMOSTRA RSC
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FONTE: A autora (2018).

Os dados do espectro de infravermelho obtidos comparados com dados da
literatura, conforme TABELA 11; juntamente com os dados de RMN, sugerem que a

amostra RSC € o acido 3,3’, 4 tri-o-metil elagico.
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TABELA 11 — VALORES DAS BANDAS DE ABSORCAO NO ESPECTRO DE INFRAVERMELHO
(CM™) DO ACIDO 3,3",4-TRI-O-METILELAGICO

Acido 3,3’,4-tri-o-metilelagico

Autora (2017) Alam;Tsuboi (2007)
T T
176506 am” 1755 om”
1729,99 cm™ 1727 cm™
1608,49 cm” 1607 cm™’
1492,77 cm™ 1492 cm™
1413,69 cm™ 1414 cm™
1363,55 cm”™”’ 1359 cm”
1301,83 cm”™ 1304 cm”
1174,54 cm™ 1174 cm™
1101,25 cm™ 1090 cm””
756,03 cm” 755 cm’

FONTE: A autora (2018).

4.7.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear

A amostra RSC foi solubilizada em DMSO-ds e enviada para RMN de 'H, *C,
HMBC e HSQC. O espectro de RMN de 'H mostrou a presenca de 2 singletos de
deslocamentos quimicos de 67,53 e 67,60; caracteristico de hidrogénios ligados a
anel aromatico. Ha a presenga de 3 singletos nos deslocamentos 64,06; 84,04 e

04,00; indicando a presenca de 3 metoxilas; conforme FIGURA 15.

FIGURA 15 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DA AMOSTRA RSC (200,13MHz; DMSO-dg)
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FONTE: A autora (2018).
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No espectro de RMN de '*C, os sinais em 856,6; 60,9 e 861,2 indicam a
presenga de 3 carbonos de metoxilas, ja os sinais em 0158,6 e 8158,4 sugerem a

presenca de 2 carbonilas na estrutura quimica, de acordo com a FIGURA 16.

FIGURA 16 — ESPECTRO DE RMN DE "°C DA AMOSTRA RSC (50,62MHz; DMSO-ds)
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FONTE: A autora (2018).

No experimento de HSQC, observa-se a correlagdo direta entre os
hidrogénios e os carbonos. Os hidrogénios das 3 metoxilas a ©4,06; a 64,00 e a
04,04 estao correlacionados, respectivamente, com os carbonos a 661,2; a 56,6 e a
060,9. Ja os hidrogénios ligados a anel aromatico a 87,60 e 07,53 estédo
correlacionados, respectivamente, aos carbonos 6107,4 e 6111,6; demonstrado na
FIGURA 17.

FIGURA 17 — ESPECTRO DE RMN HETERONUCLEAR HSQC DA AMOSTRA RSC (400MHz;
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FONTE: A autora (2018).
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Os dados obtidos pelo HMBC corroboram os achados dos experimentos
anteriores. No experimento de HMBC, observa-se a correlagdo entre hidrogénios e
carbonos a longa distancia (até 3 ligagdes). Desta forma podemos confirmar que o
hidrogénio aromatico a 87,60 esta correlacionado a longa distdncia com os carbonos
6111,9; 6140,9 e 5158,6.

Também observa-se um ponto no espectro nao tdo forte, caracteristico de
correlagdo a 2 ligagdes, confirmando a ligagédo com o carbono 8153,7. O segundo
hidrogénio aromatico a 87,53 também esta correlacionado a longa distancia com 3
carbonos a 6111,1; 6140,1 e 8158,4; e a média distancia ao carbono 6152,5. Os
hidrogénios das metoxilas 84,00; 84,06 e 84,04 possuem uma correlagao a longa
distancia, respectivamente, 6152,5; 6140,1 e 5140,9; de acordo com FIGURA 18.

FIGURA 18 — ESPECTRO DE RMN HETERONUCLEAR HMBC DA AMOSTRA RSC (400MHz,
DMSO-de)
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FONTE: A autora (2018).

A substancia proposta para a amostra RSC é o acido 3,3’,4 tri-o-metil elagico.
Sua estrutura quimica esta demonstrada na FIGURA 19. Os valores encontrados
nos espectros de RMN de 'H e C, assim como os valores obtidos pelos autores
Nduwke e Zhao (2007), encontram-se na TABELA 12.
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TABELA 12 — DADOS ESPECTRAIS DE RMN 'H E °C (400MHz, DMSO-dg) COMPARADOS COM A
LITERATURA

Acido 3,3’ ,4-tri-o-metilelagico

Posicao Autora (2018) Ndukwe; Zhao (2007)
C O¢c On O¢c On

1 111,1 111,2

2 140,7 140,6

3 140,1 140,2

4 152,5 152,6

5 111,6 7,53 (s) 111,6 7,55 (s)
6 112,5 112,5

7 158,4 158,3

1 111,9 111,9

2 141,4 141,4

3 140,9 140,8

4’ 153,7 153,8

5 107.,4 7,60 (s) 107,4 7,65 (s)
6’ 113,3 113,3

7 158,6 158,5

3-OCHj5 61,2 4,04 (s) 61,3 4,04 (s)
3’-OCHgs; 60,9 4,06 (s) 61,0 4,06 (s)
4’-OCH3 56,6 4,00 (s) 56,7 4,01 (s)

FONTE: A autora (2018).

O acido 3,3’,4-tri-o-metil elagico € um tipo de metabdlito secundario estavel,
insoluvel e geralmente encontrado em tecidos mortos como casca e madeira; e ja foi
encontrado em espécies de mirtdceas como Campomanesia xanthocarpa; Syzygium
maire; Kunzea ericoides (LOWRY,1968). No passado, os derivados O-alquilados do
acido elagico foram utilizados como marcador taxonémico, uma vez que sua
ocorréncia € mais restrita que o seu acido precursor (FILHO et al., 1984). Também
conhecido como nasutin B, a substancia esta presente na hemolinfa de cupins e
secrecao glandular de castores (MOORE, 1964).

O acido elagico e seus analogos sao utilizados como ingredientes anti-idade,
clareadores de pele (ALAM; TSUBOI, 2007) e anticaspa (DERKX, 2011).

Algumas atividades farmacoldgicas ja foram atribuidas a esta substancia
como antimicrobiana (NDUKWE; ZHAO, 2007), imunomodulatodria, antiproliferativa
(ELHASSAN et al.,, 2015), antioxidante (WANG et al., 2004) e antihemorragica
(BROOKES; DUTTON, 2007), sendo que esta pode estar associada a capacidade
do composto em promover a proliferacdo de megacariécitos (GAO et al., 2014),
células responsaveis pela producéo de plaquetas.

Bai et al. (2008) estudaram atividade do acido elagico e derivados, na inibicao

da diferenciagdo de adipdcitos e redugéao da absorc¢ao de glicose. O acido 3,3’,4-tri-
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o-metil elagico obteve baixa atividade na inibicdo de células de gordura, porém
demonstrou atividade acentuada na reducao da absorcao de acucar.

De acordo com Nasser et al. (2008), foi sugerido que a citotoxicidade do acido
elagico e derivados esta relacionada as hidroxilas pertencentes a posig¢des 3 e 3,
sendo que os derivados mais alquilados, como acido 3,3’ ,4-tri-o-metil elagico, néo
apresentou atividade téxica.

A sintese quimica de derivados simétricos como o 2,2-di-o-metil elagico é
satisfatéria, porém néo é adequada para acido 3,3’,4-tri-o-metil elagico, uma vez que
varios compostos metilados sdo formados, dificultando sua separagédo (ALAM,;
TSUBOI, 2007). O estudo dos derivados do acido elagico tem como obstaculo a
baixa solubilidade dos compostos, limitando seu isolamento, purificacdo e
identificacédo (HILLIS; YAZAKI, 1973).

FIGURA 19 — ESTRUTURA DO ACIDO 3,3’,4 TRI-O-METIL ELAGICO

FONTE: A autora (2018).

4.7.2 Residuo Sélido de Folhas (RSF)

A amostra RSF, recuperado do extrato bruto de folhas, é um sélido bege e
insoluvel em alguns solventes organicos e pouco soluvel em DMSO. A amostra

resultou em 5,99 e rendimento de 0,43%. Foi solubilizada em DMSO-ds e feita
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analise por RMN de 'H. Suas caracteristicas fisico-quimicas (sélido branco pouco
soltvel), juntamente com o espectro de RMN de 'H, auxiliou na identificagdo desta
substancia como sendo a mesma substéncia da amostra RSC, o derivado do &cido

elagico, identificado na amostra RSC.
4.7.3 Fragcdo Remanescente de Caules (FRC)

Foram feitas CCDs das amostras obtidas da FRC. As placas foram
visualizadas no UV de comprimento de onda longo (365nm), apresentando
fluorescéncia verde para amostra 0 e fluorescéncia azul para as amostras 1 a 5, o
que demonstra a presenga de anel aromatico ou duplas ligagbes conjugadas. As
placas foram reveladas com NEU e posteriormente com cloreto férrico, dando
negativo para presenga de flavonoides e taninos. As amostras 1 a 5 foram reunidas,
totalizando 6,9mg. Esta amostra foi denominada FRC-02 e foi enviada para
ressonancia magnética nuclear, para observacéo dos nucleos de 'H e °C.

As outras fracdes da coluna foram reunidas de acordo com suas caracteristicas
apresentadas na CCD. Foi utilizada como fase mével tolueno 85%, acetato de etila
8% e acetona 7%. As placas foram reveladas com cloreto férrico, dando positivo
para pesquisa de taninos hidrolisaveis. Os frascos 13 ao 40 foram reunidos;
totalizando 7,41g. Com esta amostra, foi feita cromatografia por exclusdo molecular
utilizando sephadex LH 20 como fase estacionaria, metanol/agua destilada (90/10)
como fase mével. A cromatografia resultou em 49 frascos e foi acompanhada por
CCD, utilizando cloreto férrico como revelador.

Embora estas amostras demonstrem a presenca de taninos, nao foi possivel o

isolamento e identificacdo das estruturas quimicas.
4.7.3.1 Amostra FRC-02

A amostra fragdo remanescente de caules FRC-02, da juncéo dos frascos 1
ao 5 da coluna cromatografica, € um sélido branco pouco soluvel em solventes
organicos. Da mesma forma que a amostra RSF, a amostra mostrou as mesmas

caracteristicas do acido 3,3’,4-tri-o-metilelagico no espectro de RMN de 'H.
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4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.8.1 Método do Fosfomolibdénio

A atividade antioxidante dos extratos aquosos, brutos e fragdes de folhas e
caules foi avaliada pelo método de formacdo do complexo fosfomolibdénio,
utilizando como padrbées BHT, rutina e vitamina C, sendo a ultima utilizada para o

calculo da atividade antioxidante relativa, conforme demonstrado no GRAFICO 1.

GRAFICO 1 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA DE EXTRATOS, FRACOES E OLEO
ESSENCIAL PELO METODO DO FOSFOMOLIBDENIO
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FONTE: A autora (2018).

* Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente.

Vit C: vitamina C, BHT: butilhidroxitolueno, Rut: rutina, FHF: fragdo hexano folhas, FHC: fragcao
hexano caules, FCF: fragcéo cloroféormio folhas, FCC: fragao cloroférmio caules, FAF: fragcao acetato
folhas, FAC: fragdo acetato caules, FRF: fracdo remanescente folhas, FRC: fragdo remanescente
caules, EAF: extrato aquoso folhas, EAC: extrato aquoso caules.

O método do fosfomolibdénio € um método espectroscopico utilizado para
determinagdo  quantitativa da atividade antioxidante @ (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013). Baseia-se na redugao do molibdénio Mo®* para Mo®* pela
amostra e a consequente formacdo do complexo fosfomolibdénio, o qual apresenta
coloracao verde em pH acido. Esse teste avalia a capacidade antioxidante total de
extratos vegetais (PHATAK; HENDRE, 2014).
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Os extratos e fragcdes EAF, EAC, FAF, FAC, FRC apresentaram as melhores
atividades antioxidantes em comparagao com outras fragdes, superando a atividade
do padrao rutina (30,09%), um flavonoide de reconhecida atividade antioxidante.

A atividade destas amostras pode estar relacionada a presenga de compostos
fendlicos, normalmente presentes nas fragdes mais polares, em concordancia com
os resultados obtidos na analise fitoquimica preliminar, a qual deu positivo para a
presenca de flavonoides para folhas e taninos hidrolisaveis para ambas as partes
vegetais. Embora ndo tenham sido identificados, os taninos hidrolisaveis foram
encontrados na coluna cromatografica da fragdo remanescente da caules. Os
compostos fendlicos sdo capazes de reduzir o molibdato e foram encontrados em
grandes quantidades nos peciolos das folhas, conforme estudo morfoanatémico da
espécie Myrceugenia acutiflora.

Foi isolado o acido 3,3,4-tri-o-metil elagico da fracdo remanescente de
caules, extrato bruto de caules e folhas. Essa substancia possui uma hidroxila em
sua molécula, a qual pode reagir com o molibdénio, mudando seu estado de
oxidacao. Isso pode indicar que o acido participa da atividade antioxidante, embora
nao seja o0 uUnico responsavel pela agdo, uma vez que a atividade antioxidante da
fragdo remanescente € maior que a atividade dos extratos brutos.

O dleo essencial apresentou boa atividade antioxidante, igual a atividade da
rutina. Este resultado deve-se, provavelmente, a presenca de sesquiterpenos
oxigenados; como globulol, (-)-espatulenol e T-muurulol, os quais possuem hidroxilas
capazes de reduzir o molibdato do reagente. Esta atividade também pode estar
relacionada ao segundo composto majoritario do éleo, o fitol, o qual possui elevada
atividade antioxidante (COSTA et al., 2016).

4.8.2 Método do DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O DPPHe é um radical livre estavel devido a deslocalizagao de seu elétron na
molécula, o qual é responsavel pela coloragéo violeta do reagente (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013). Em meio alcodlico, € reduzido por espécie doadora de
hidrogénio e a absorbancia da solu¢do vai diminuindo a medida em que a reagao se
processa (NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009). Um decréscimo na absorbancia da

solugdo do DPPHe indica um aumento da capacidade antioxidante da substancia
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analisada (SINGH et al., 2012). O método do DPPHe é simples e ndo requer
tratamento prévio da amostra (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

A TABELA 13 mostra as equagdes de reta utilizadas para calcular a Clsg dos
extratos brutos, fracdes, 6leo essencial e padrées pelo método do DPPHe. Varias
concentracdes foram testadas para o 6leo essencial, porém nao foi possivel avaliar
sua Clsp, sendo o seu valor maior que 500ug/ml.

As amostras com maior atividade antioxidante foram a fracdo acetato de etila
de caules, possuindo Clsg 5,61ug/ml; e fracdo acetato folhas com Clsy 6,71ug/ml.
Ambas nao diferem estatisticamente, apresentando a mesma capacidade
antioxidante. Tanto para o ensaio do fosfomolibdénio quanto para o DPPHe, as
atividades antioxidantes estdo relacionadas as fragdes mais polares, com exceg¢ao
da fracao remanescente de folhas, para ambos os testes.

A substancia isolada n&o possui atividade antioxidante acentuada pelo
método do DPPHe. Em um estudo de Tukiran et al. (2017), o acido 3,3’,4-tri-o-metil
elagico obteve valor de Clsp 72,1ug/ml; valor considerado alto em comparagao com
os valores obtidos para extratos e fracdes neste trabalho.

Algumas fracbes obtiveram atividade antioxidante pronunciada no teste do
fosfomolibdénio e baixa atividade no teste do DPPHe. Uma das razdes pode ser
devido ao mecanismo de ac¢ao antioxidante envolvido.

O teste fosfomolibdénio avalia a capacidade redutora das amostras através do
mecanismo de transferéncia de elétron (PHATAK; HENDRE, 2014), reagindo
inespecificamente. No DPPHe, ha 2 mecanismos de acido para neutralizar o
radical: doacdo de elétrons e transferéncia de atomo de hidrogénio. O ultimo
mecanismo acredita-se que contribui para a atividade antioxidante de forma menos
significativa (SHAHIDI; ZHONG, 2015), uma vez que esta reagdo se processa mais
lentamente em solventes que fazem ligagédo de hidrogénio intermolecular, como
metanol e etanol (MAGALHAES et al., 2008).

A atividade antioxidante também depende da estrutura quimica compostos
(NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009), pois o impedimento estérico do radical
DPPHe é determinante na velocidade de reacdo, sendo que moléculas pequenas
tem maior acesso ao radical e consequentemente, maior atividade antioxidante
(MAGALHAES et al., 2008).

As fragdes hexanicas e o 6leo essencial apresentaram atividades muito

inferiores no teste do DPPHe. O BHT apresentou diferentes atividades quando
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comparado aos padrdes rutina e vitamina C no teste do DPPHe e do
fosfomolibdénio. Isso pode ser devido a sua cinética de reacdo mais lenta (DAVID et
al., 2010) enquanto o a vitamina C e a rutina tem uma cinética de reagao mais rapida
(DE OLIVEIRA, 2011).

TABELA 13 — VALORES DE Cls, PARA EXTRATOS, FRACOES E OLEO ESSENCIAL PELO
METODO DO DPPHs

Amostra Clso (g/ml) Teste de Tukey* Equacao da reta R?
Vit C 2,06 af y = —3,5873x + 57,375 0,99045
Rut 6,78 a2 y = —5,5483x + 87,616 0,99039
BHT 8,55 a3 y = —4,2779x + 86,576 0,99107
FAC 5,61 atla2 y = —8,7763x + 98,853 0,99239
FAF 6,71 atla2 y =-7,7102x + 102,71 0,99212
EAF 10,41 a3 y = —4,4674x 4+ 96,509 0,98759
FRC 12,01 a3 a4 y = —4,3491x + 101,85 0,99942
EAC 13,82 a4 y = —1,3706x + 70,231 0,98203
EBC 25,29 a5 y = —1,8821x + 99,728 0,99737
FRF 26,42 a5 y = —1,8146x + 97,795 0,99515
EBF 26,5 a5 y = —1,6581x + 94,631 0,99773
FCF 34,97 ab y = —1,0876x + 87,639 0,99953
FCC 61,95 a7 y = —0,7887x + 98,866 0,99067
FHC 101,63 a8 y = —4,281x + 90,645 0,98852
FHF 330,68 a9 y =—0,1151x + 88,027 0,99355
Oleo >500 al10 - -

FONTE: A autora (2018).

* amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente

Vit C: vitamina C, Rut: rutina, BHT: butilhidroxitolueno, FAC: fragcao acetato caules, FAF: fragcao
acetato folhas, EAF: extrato aquoso folhas, FRC: fragdo remanescente caules, EAC: extrato aquoso
caules, EBC: extrato bruto caules, FRF: fracdo remanescente folhas, EBF: extrato bruto folhas, FCF:
fragao cloroférmio folhas, FCC: fragao cloroféormio caules, FHC: fragdo hexano caules, FHF: fragao
hexano folhas.

4.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em disco
apresentou resultado positivo somente para a amostra do 6leo essencial, os extratos
e fragbes nao apresentaram atividade inibitéria. O dleo essencial demonstrou

atividade apenas contra a bactéria gram positiva S. aureus, sem inibicado do
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crescimento contra a bacéria gram negativa E. coli e contra a levedura C. albicans,
conforme TABELA 14.

A média dos halos de inibicdo para esta bactéria foi 13,52mm * 0,36.
Amostras com halo superior a 13mm s&o consideradas ativas (ALVES et al., 2000;
DE CERQUEIRA et al., 2007), devendo sua atividade ser quantificada por outro
teste, como Concentragdo Minima Inibitéria (CIM); porém devido ao baixo

rendimento do dleo, n&o foi possivel realizar esta analise.

TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE M. acutiflora

Diametro dos halos (mm)

Micro-organismo Oleo essencial Cloranfenicol Cetoconazol
Staphylococcus aureus 13,52 + 0,36 21,07 £ 0,82 -
Escherichia coli - 22,41 £ 0,23 -
Candida albicans - - 11,44 £ 0,41

FONTE: A autora (2018).

De acordo com Sokovi¢ et al. (2010), cepas bacterianas respondem
diferentemente aos 6leos essenciais e seus componentes, sugerindo que diferentes
compostos possuem mecanismos de acgao distintos; ou que o metabolismo de
alguns micro-organismos € capaz de se adaptar aos efeitos deletérios. Porém, o
mecanismo da agao antimicrobiana de 6leos essenciais normalmente aceito € que,
devido a sua caracteristica lipofilica, consegue atravessar a membrana de micro-
organismos, causando sua ruptura (BAKKALI et al., 2007).

Bactérias gram positivas como S. aureus sdo mais suscetiveis aos O6leos
essenciais que bactérias gram negativas, pois sua parede celular permite que
compostos lipofilicos entrem com mais facilidade (NAZZARO et al., 2013).

Outro fator que colabora para a atividade inibitoria do 6leo essencial frente a
cepa S. aureus é o fato do composto majoritario B-cariofileno ter atividade
antimicrobiana comprovada contra a bactéria (BERGERON; CARRIER;
RAMASWAMY, 2012). Entretanto, ndo s6 compostos majoritarios influenciam a
resposta, a participagdo de componentes em menor quantidade e o sinergismo entre
eles também favorecem o resultado final (JUDZENTIENE et al., 2010). Assim, o
composto principal também contribui para esta atividade através do sinergismo com

outros componentes presentes na mistura do 6leo essencial. Em estudo publicado
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por Neta et al. (2016), a atividade antimicrobiana do B-cariofileno € maior na mistura
do 6leo essencial que a substancia pura.

Um fator que altera a resposta do teste de difusdo em disco é a solubilidade
dos constituintes, pois substancias lipofilicas presentes no 6leo tem dificuldade de se
difundir uniformemente no agar (CHORIANOPOQOULOS et al., 2004; DE CERQUEIRA
et al., 2007), dando valores menores de inibigdo que o teste quantitativo CIM
(SOKOVIC et al. 2010). Desta forma, atividade antimicrobiana do 6leo essencial
pode ser ainda maior que a encontrada neste teste preliminar para a cepa de S.

aureus.

4.9 TOXICIDADE UTILIZANDO Artemia salina

Toxicidade frente a Artemia salina € um teste de amplo espectro capaz de
detectar a presenga de compostos bioativos (GEETHAA et al., 2013), demonstrar
atividade biolégica e inferir a seguranga de extratos de plantas (OGUGU et al.,
2012). De acordo com Amarante et al. (2011), substancias que apresentam CLsg
maior que 500ug/ml sado consideradas pouco toxicas, substancias que apresentam
CLso entre 500ug/ml a 100pg/ml, possuem toxicidade intermediaria e substancias
com CLso menor que 100ug/ml tem toxicidade elevada.

As fragdes que apresentaram atividade téxica foram extrato bruto de folhas
(EBF) e dleo essencial. O EBF demonstrou leve toxicidade, com concentragéo letal
CLso 797,74pg/ml enquanto o 6leo demonstrou alta toxicidade, concentragao letal de
CLso 46,68ug/ml, apresentando o dobro de letalidade quando comparada ao controle
positivo sulfato de quinidina, sendo sua concentragao letal de CLspy 101,03ug/ml,
demonstrado na TABELA 15.

Toxicidade elevada de 6leo essencial ja foi encontrada em outras espécies de
mirtaceas como Psidium myrsinites, a qual possui 0 mesmo composto majoritario [3-
cariofileno e com CLsg 95,30ug/ml (DURAES et al., 2017).

Devido ao seu carater lipofilico, o 6leo consegue atravessar membranas
celulares. Um mecanismo de agao proposto por Raut e Karuppayil (2014) é a
permeabilizacdo da célula, causando a perda de ions e outros componentes,
levando a morte celular. O efeito toxico deve-se provavelmente ao sinergismo dos
constituintes quimicos presentes no 6leo essencial, uma vez que o componente

majoritario contribui com apenas 8,6% da concentragao do dleo.
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Em um estudo de citotoxicidade realizado por Adorjan e Buchbauer (2010), o
B-cariofileno em baixas concentragdes aumentou em mais de 20% as atividades
citotdxicas de outros compostos — a-humuleno e isocariofileno, e aumentou 10 vezes
a atividade antitumoral do paclitaxel. Foi sugerido no estudo que o B-cariofileno
facilita a entrada do medicamento na célula, causando seu acumulo e morte celular.

O segundo composto maijoritario, fitol, também apresenta atividade citotdxica,
inclusive sobre Artemia salina (ISLAM et al., 2017). Sua toxicidade é resultado de
sua caracteristica anfétera, atuando como detergente em membranas biologicas
(SPICHER et al., 2017).

Embora o 6leo essencial de M. acutiflora tenha acentuada atividade
antioxidante no teste do fosfomolibdénio, este também possui atividade téxica. De
acordo com Gonzaléz-Coloma et al. (2013), muito testes fisico-quimicos in vitro de
Oleos essenciais boa atividade antioxidante, porém estudos recentes mostram que
os oleos, dependendo da concentracédo, podem atuar como pré-oxidantes em células
eucariodticas, afetando membranas e organelas.

Segundo Bakkali et al. (2007), a citotoxicidade dos 6leos essenciais depende
da composicdo quimica e do conteudo de compostos fendlicos. Um mecanismo de
acao sugerido é que os Oleos essenciais penetram na membrana mitocondrial €;
através da cadeia transportadora de elétrons, geram radicais livres, os quais oxidam
e danificam lipidios, proteinas e DNA. Alguns constituintes dos 6leos essenciais
permeiam a membrana mitocondrial, entram em contato com espécies reativas de
oxigénio (EROs) e sao oxidados, gerando radicais fenoxil altamente reativos. Assim,
alguns produtos naturais como vitaminas A, C, E, flavonoides e compostos fendlicos
de reconhecida atividade antioxidante in vitro, se tornam pré-oxidantes, causando
danos e levando a morte celular por apoptose e/ou necrose.

A atividade téxica de substancias frente a Artemia salina ja foi correlacionada
com atividade inseticida e citotdxica contra tumores sélidos humanos (LEITE et al.,
2009).

Devido a volatilidade do éleo, seu baixo rendimento e sua imiscibilidade com a
agua, o uso popular de infusdo ou decocg¢ao nao traria riscos, uma vez que o extrato

aquoso nao apresentou toxicidade frente a Artemia salina.
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TABELA 15 — ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina E Cls; UTILIZANDO
EXTRATOS, FRACOES E OLEO DE FOLHAS DE M. acutiflora

Amostra CLso (ng/ml) Intervalo de confianga 95%
Extrato Bruto Folhas 797,74 601,59 — 1179,51
Oleo Essencial Folhas 46,68 36,56 — 54,19
Sulfato de Quinidina 101,03 59,52 — 154,92

FONTE: A autora (2018).
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5 CONCLUSAO

Na analise fitoquimica preliminar foram observados nos extratos aquosos
taninos, heterosideos cianogénicos, aminogrupos e saponinas; e nos extratos
alcoolicos e fragdes iridoides, flavonoides, esteroides e/ou triterpenos. Esses grupos
direcionam o estudo quimico da espécie.

O Odleo essencial se mostrou promissor nos testes biolégicos, possuindo
elevada toxicidade no teste contra Artemia salina, atividade antimicrobiana frente a
bactéria S. aureus e boa atividade antioxidante no teste do fosfomolibdénio.

Sugere-se testes adicionais como atividade antimicrobiana quantitativa
através da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), cultivo celular e outros modelos
biolégicos para testar a toxicidade, uma vez que estas atividades sdo empregadas
no tratamento de infeccdes e diversas neoplasias. Embora o método de extragao do
Oleo essencial utilizado neste trabalho seja preconizado pela Farmacopeia Brasileira,
outros métodos podem ser testados com o objetivo de aumentar o rendimento da
extracdo. Também podem ser realizados estudos de sazonalidade da produgao
deste metabdlito secundario, o que poderia indicar a melhor época para a extracao.

Na analise morfolégica e anatdbmica das partes aéreas de M. acutiflora foram
encontradas caracteristicas universais presentes na familia Myrtaceae como floema
interno ao xilema, grandes quantidades de cristais de oxalato de calcio e compostos
fendlicos. Também foram encontradas caracteristicas incomuns como presenca de 1
tricoma glandular e auséncia de cavidades secretoras. A presenga de estruturas
semelhantes a tricomas dibraquiados corroboram os estudos morfoanatémicos do
género. O estudo de anatomia e morfologia vegetal contribui para a correta
identificacao da espécie e pesquisa de substancias bioativas.

A atividade antioxidante de extratos e fragdes se mostrou promissora. No
teste do fosfomolibdénio, das 13 amostras testadas, 5 amostras tiveram atividade
maior que o padréao rutina e o 6leo mostrou atividade préxima ao flavonoide. No teste
do DPPHe, as mesmas amostras obtiveram os melhores resultados, exceto o 6leo
essencial. As outras fragdes tiveram resultados muito inferiores neste teste, o que
pode indicar mecanismos de reagao diferentes. Pode-se realizar estudo cinético das
amostras com o reagente DPPHe para avaliar se, de fato estas fragdes n&o possuem

atividade, ou se sua atividade antioxidante é lenta.
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No teste de toxicidade frente a Artemia salina, o extrato bruto de folhas teve
baixa toxicidade, enquanto os outros extratos e fragcdbes ndao demonstraram qualquer
atividade téxica, mesmo com resultados positivos na analise fitoquimica preliminar
para heterosideos cianogénicos e saponinas, grupos quimicos que podem ser
toxicos. Embora este teste seja preliminar e mais testes sejam necessarios, estes
resultados sugerem que o uso de extratos da planta ndo oferece riscos a saude.

No ensaio de atividade antimicrobiana, nenhum extrato ou fragdo mostrou
atividade relevante frente as cepas testadas.

A presencga do acido 3,3’,4-tri-o-metilelagico foi descrita pela primeira vez para
a espécie Myrceugenia acutiflora. Esta substadncia possui varias atividades
biolégicas documentadas e ja foi encontrada em outras plantas da familia
Myrtaceae. Este achado estd em concordancia com a caracteristica da familia de
possuir elevado conteudo de taninos e sua presenga pode indicar que a espécie
possui 0 acido elagico e/ou outros derivados, os quais poderiam justificar os bons
resultados encontrados nos testes antioxidantes in vitro dos extratos e fragdes. No
entanto, estes compostos ndao foram encontrados no neste trabalho, devendo ser
procurados em estudos futuros. O acido 3,3’,4-tri-o-metilelagico foi encontrado em
grande quantidade nos extratos de caules e folhas desta espécie, e na fragéo
remanescente de caules, porém sua pouca solubilidade restringe seu estudo e uso.
Outros estudos de derivatizacdo quimica podem ser realizados com o intuito de

contornar este problema.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A espécie Myrceugenia acutiflora possui diversos metabdlitos secundarios,
demonstrando seu potencial farmacolégico. Os resultados obtidos de identificagéo
de compostos quimicos e atividades biolégicas preliminares da espécie séao
promissores, devendo ter seu estudo continuado. Este trabalho contribuiu para o

conhecimento da espécie Myrceugenia acutiflora.
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ANEXO 1 - AUTORIZAGAO DO IBAMA PARA ACESSO AO PATRIMONIO

GENETICO

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZAGCAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUGCAQ CGEN N°35,
DE 27 DE ABRIL DE 2011
N°03/2014

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético
(CGEN/MMA), por meio da Deliberagio CGEN n° 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
institui¢iio nacional, piblica ou privada, que exerca atividade de pesquisa e desenvolvimento nas
areas biologicas e afins, a acessar amostras de componente do patrimbnio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdémico, autoriza com amparo na Resoluggo CGEN n°
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regularizagio de atividades de acesso ao patriménio
genético e/ou ao conhecimento tradicional associado e sua exploragdio econdmica realizadas em
desacordo com a Medida Provisoria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 e demais normas, as
atividades de acesso ao patrimdnio genético desenvolvidas pela:
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do projeto de pesquisa, a instituigho detentora desta autorizagio devera enviar ao Ibama, a partir da
emissdo da licenca, relatério anual sobre a execugfo das atividades de pesquisa, nos termos do
Decreto n.° 4.946/2003 ¢ Resolugdo CGEN n° 41/2013. Enderego para envio do relatério:
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Esta autorizagfo das atividades de acesso estd vinculada as informagées e termos assinados
pelo requerente, constantes do processo n° 02001.001165/2013-47.
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