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Paul Hoffman em: A mao esquerda de Deus



RESUMO

A espécie Myrcia venulosa (Myrtaceae) é nativa e endémica do Brasil, com
ocorréncia na Mata Atlantica. O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo
fitoquimico e avaliar as propriedades antioxidantes e atividades biolégicas.O
material vegetal foi coletado em Curitiba, Parana, Brasil e identificado no setor
de engenharia florestal da UFPR. As folhas secas foram utilizadas para o
preparado do extrato hidroalcodlico e suas respectivas fragdes. Na triagem
fitoquimica foi observada a presenga de compostos fendlicos e esteroides e/ou
triterpenos. O Oleo essencial foi extraido por Clevenger, resultou em um
rendimento de 0,22%, cujo compostos majoritarios foram
Germacreno-B (13,77%), oxido de cariofileno (16,23%) e B-cariofileno (6,12%).
A extragao das folhas e galhos foi realizada por Soxhlet e apds o fracionamento,
resultaram-se as fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente.
No teste antioxidante por formagao do complexo fosfomolibdénio as amostras
folna acetato de etila, folna remanescente e Oleo essencial apresentaram
atividadade superior ao BHT e rutina. No teste redugdo do radical DPPH a
amostra com melhor resultado foi o oleo essencial (CL 50 5,88 pg/mL). A
determinacao de fenodis totais e doseamento de flavonoides apontou significativo
resultado para frac&o folha acetato de etila (51,15 mg.EAG/g) e dleo essencial
(57,17 mg.EAG/g) , sendo essas as amostras que mais se destacaram. No
ensaio de toxicidade in vitro frente a Artemia salina foi constatado toxicidade
moderada do oleo essencial (CL50 372,28 ug/mL) e baixa da fragao folha acetato
de etila (CL50 679,25 pg/mL) e fragcdo galho acetato de etila (CL50 953,09
pg/mL). Obteve-se atividade hemolitica em relagéo ao 6leo essencial de 57,46%
na concentragédo de 1000 ug/mL. Na avaliagao da atividade antimicrobiana frente
as bactérias Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis e
Enterobacter aerogenes ocorreu inibicdo do crescimento bacteriolégico. Pela
metodologia da microdiluicdo, os extratos também exibiram atividade
antimicrobiana, mas com valores de CIM demonstrando uma atividade
moderada a fraca.

Palavras-chaves: Oleo essencial. Toxicidade. Hemdlise. Antioxidante. Myrcia.



ABSTRACT

The species Myrcia venulosa (Myrtaceae) is native and endemic to Brazil,
occurring in the Atlantic Forest. The objective of this work was to perform the
phytochemical study and to evaluate the antioxidant properties and biological
activities. The plant material was collected in Curitiba, Parana, Brazil and
identified in the forest engineering sector of UFPR. The dry leaves were used for
the preparation of the hydroalcoholic extract and their respective fractions. In
phytochemical screening the presence of phenolic compounds and steroids and
/ or triterpenes were observed. The essential oil was extracted by Clevenger,
resulting in a yield of 0.22%, whose major compounds were Germacrene-B
(13.77%), caryophyllene oxide (16.23%) and B-caryophyllene (6.12%). Leaf and
branch extraction was performed by Soxhlet and after fractionation the hexane,
chloroform, ethyl acetate and remainder fractions resulted. In the antioxidant test
due to the formation of the phosphomolybdenum complex the ethyl acetate leaf,
remnant leaf and essential oil samples showed superior activity to BHT and
routine. In the DPPH radical reduction test the best-performing sample was
essential oil (LC 50 5.88 pg / mL). The determination of total phenols and
flavonoid assay showed a significant result for ethyl acetate leaf fraction (51.15
mg.EAG / g) and essential oil (57.17 mg.EAG / g), which were the most
outstanding samples . In the in vitro toxicity test against Artemia salina, moderate
toxicity of essential oil (LC50 372.28 ug / mL) and low fraction of ethyl acetate
sheet (LC50 679.25 ug / mL) and fraction ethyl acetate LC50 953.09 ug / mL).
Hemolytic activity was obtained in relation to the essential oil of 57.46% in the
concentration of 1000 ug / mL. In the evaluation of the antimicrobial activity
against the bacteria Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Proteus
mirabilis and Enterobacter aerogenes occurred inhibition of bacteriological
growth. By microdilution methodology, the extracts also showed antimicrobial
activity, but with MIC values demonstrating a moderate to weak activity.

Key-words: Essential oil. Toxicity. Hemolysis. Antioxidant. Myrcia
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1. INTRODUGCAO

No Brasil pode-se encontrar 23 géneros e 990 espécies pertencentes a
familia Myrtaceae. Em relagcdo ao mundo, a literatura estima cerca de 130
géneros e 5760 espécies constituintes desta familia (SOBRAL et al., 2015).
Segundo Stadnik e colaboradores (2016) essa € uma familia pantropical e é
encontrada em diversas regides do globo terrestre com destaque para Australia
e América tropical.

Estudos sobre esta familia ja comprovaram diversidade de espécies com
propriedades medicinais como destaque o efeito diurético acao anti-
hemorragica, adstringente, hipoglicémico e anti-hipertensivo (BORGES el al.,
2014). No Brasil, o maior uso das plantas dessa familia se relaciona com o
consumo de frutos, pois apresentam sabor e aroma adocicados (MORAIS
RODRIGUES, DE et al., 2016).

Em relagédo ao género Myrcia DC, encontra-se em literatura seu uso
popular e podem se destacar propriedades hipoglicemiantes, diuréticos,
adstringentes e em tratamentos de hipertensdo, ulcera e hemorragia
(SERPELONI et al.,2015).

O uso das plantas como fitoterapia se mostra importante dentro da
medicina brasileira e ocupa lugar de destaque na prevencéo e tratamento de
enfermidades. No Brasil exite uso de plantas medicinais, pois as plantas sao
naturais, ao contrario das drogas sintéticas, evidenciando a crenga popular de
uma suposta seguranga em seu uso (UNSAL, 2018). Porém, para garantir o uso
seguro das plantas com atividades terapéuticas € necessario que estudos sejam
realizados em relagcao a suas propriedades toxicas (SOUSA, 2018).

Tendo isso em mente a pesquisa de espécies vegetais, ainda sem estudo,
como o caso Myrcia venulosa, apresenta grande importéncia, pois se tratar de
uma familia com quimiotaxonomia de interesse cientifico. A pesquisa de Myrcia
venulosa € uma forma de contribuir com o estudo de componentes quimicos ja
que a planta nao apresenta descricao fitoquimica de seus metabdlitos e estudos

de suas propriedades biologicas e antioxidantes.



20

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico aplicado as atividades biologicas e

propriedades antioxidantes das folhas e galhos de Myrcia venulosa (Myrtaceae).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Solicitar autorizacdo de pesquisa e exsicata para identificacdo da espécie.
e Realizar estudo fitoquimico preliminar das folhas e galhos.

e Obter 6leo essencial das folhas e identificar os constituintes quimicos.

e Obter os extratos e fragdes das folhas e galhos

e Avaliar a atividade antioxidante de folhas, galhos e 6leo essencial.

e Avaliar o teor fendlico de folhas, galhos e éleo essencial.

e Avaliar a toxicidade preliminar de folhas, galhos e 6leo essencial.

e Avaliar a atividade hemolitica de folhas, galhos e 6leo essencial.

e Avaliar a atividade antibacteriana de folhas, galhos e éleo essencial.



21

2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1 FAMILIA MYRTACEAE

Snow 2000, descreve a familia como sendo predominantemente do
hemisfério sul com ampla diversidade na América do Sul e Australasia. No Brasil,
a familia apresenta 927 espécies distribuidas em 24 géneros observados
prioritariamente nos biomas do Cerrado e Mata Atlantica (ROSA; ROMERO,
2012)

Anteriormente a familia era dividida em duas subfamilias:
Leptospermoideae, predominante na Oceania no qual era descrita pelos frutos
secos, e Myrtoideae, com frutos carnosos, que era predominante na América do
Sul. Contudo, através de estudos filogenéticos, os caracteres usados para a
distincdo entre as duas subfamilias, ndo eram consistentes, pois as
caracteristicas dos frutos tinham relagdo independendo de sua linhagem familiar
(GOVAERTS, 2008). Atualmente esta classificada em grupos ao redor dos
géneros PlinialL., Myrcia DC., Myrceugenia O. Berg, Myrteola O. Berg,
PimentaLindl. e Eugenial. (LUCAS et al., 2007).

As espécies da familia Myrtaceae apresentam caracteres morfoldgicos
semelhantes entre seus exemplares e portanto apresentam uma complexa
taxonomia para sua precisa identificacdo. Esse fato torna necessario o uso de
caracteres de diagndsticos cripticos, podendo citar como exemplo: 0 niumero de
estames no botao floral, o numero de loculos e de évulos no ovario, o tipo de
semente e de embrido (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

As flores da mirtaceas brasileiras sao hermafroditas, com estames
numerosos, predominantemente brancas, e com calice e ovario infero.
Geralmente de cor branca, com estames numerosos, corola e calice 4-5-mero e
ovario infero (NIC LUGHADHA, PROENCA, 1996). A estrutura geral das flores
apresenta infima variagdo se comparada com espécies de outras grandes
familias. Flores menores sdo mais comuns, embora o tamanho varie de pequeno
(GRESSLER et al., 2006).
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Em relacdo aos locais onde a familia Myrtaceae esta presente em
abundancia, pode ser citada a serra do Espinhago, sendo considerada a
segunda formacgao rochosa mais extensa do Brasil, constituida por dois blocos
principais: a Chapada Diamantina, na Bahia, e a Serra do Espinhago, em Minas
Gerais (GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997).

Outro Levantamento floristico de importancia foi realizado na regido da
llIha do Mel que encontrou 31 espécies de Myrtaceae, com destaque para as
formagbes arbustivas e arboéreo-arbustivas, ressaltando o fato que ela
representa até 40% do total de espécies lenhosas amostradas (MENEZES-
SILVA, 1998). No Parana estdo catalogadas cerca de 230 espécies de
Myrtaceae (SOBRAL et al., 2015).

Segundo Lorenzi et al., (2006) a familia Myrtaceae apresenta como
destaque no cenario brasileiro, pois apresenta potencial econémico. Psidium
guajaval. e Eugenia uniflora L., respectivamente conhecidas como goiaba e
pitanga, consumidas em forma de suco, doces, geleias e sorvete, sdo exemplos
do uso desta familia como fonte de alimentos

A importancia dos frutos também deve ser ressaltada do ponto de vista
ecologico, pois frutos sdo fontes de alimento a fauna silvestre, contendo
sementes envolvidas por uma polpa carnosa rica em agua e carboidratos e com
poucos lipideos e proteinas. Muitos animais que se alimentam desses frutos
acabam veiculando a dispersao das sementes e favorecendo a sobrevivéncia e
permanéncia dessas espécies (GRESSLER et al., 2006). Morais Rodrigues et
al., 2016 ressalta a importancia dos metabolitos secundarios presentes em
mirtaceas, destacando a presengca de compostos fendlicos (flavonoides e
taninos) e 6leo essencial. A atividade antioxidante dos flavonoides, encontrados
na maioria das frutas e vegetais, esta relacionada com prevencao de doengas
cardiovasculares (HOFFMANN-RIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008), ja em
relagao aos taninos é constatado relevante agao antibacteriana, anti protozoarios
e reparacgao de tecidos (MELO; SANTOS, 2010).

As Myrtaceae apresentam relatos na literatura descrevendo atividade
contra disturbios gastrointestinais, estados hemorragicos, doencgas infecciosas,
podendo sua agao estar relacionada a propriedade adstringente presentes na

planta. Outras agbes com destaque sdo antimicrobianas, antimutagénica,
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hipoglicémica, antioxidante, anti-inflamatdria e diurética. As partes da planta

utilizadas pelas propriedades biolégicas sdo as folhas, casca e os frutos. O

resumo das atividades da familia estdo destacadas no quadro 1 (CRUZ;
KAPLAN, 2004; IHA et al., 2008).

QUADRO 1 PROPRIEDADES MEDICINAIS E NOMES POPULARES DE ESPECIES DA
FAMILIA MYRTACEAE

Espécie Nome popular Uso popular
Blepharocalyx Guabiroba, | Diarreia, leucorreia, uretrite e prolapso
salicifolius retal
Calyptranthes aromatica | Craveiro-da- Antiespasmadico e vermifugo
terra
Campomanesia Guabiroba Colesterol, circulagao, diurético,
xanthocarpa diarreia,

males da bexiga e gripe

Campomanesia aurea

Araca-rasteiro

Diarreia e males da bexiga

Eucalyptus sp. Eucalipto Febre, dor de estomago, bronquite,
bexiga, expectorante, gripe e tosse
Eugenia cauliflora Jabuticaba Asma, diarreia e dor de garganta
Eugenia dysenterica Cagaiteira Prisdo de ventre, rins e cicatrizante
Eugenia jambos Jambo Diabetes e adstringente
Eugenia jambolana Jambol&o Diabetes
Eugenia uniflora Pitanga Diarreia, gota, reumatismo, febre,
gripe e colesterol
Myrtus rubra Cambui Piorréia, tartaro
verdadeiro
Plinia trunciflora Jabuticaba Males da viséo e asma
Psidium guajava Goiabeira Diarreia, dor de garganta, ferimentos,
figado, hemorroida e desordens
menstruais
Stenocalyx sp. Picanga Febre, hipertensao, diurético e diarreia

FONTE: Adaptada de CRUZ; KAPLAN (2004).
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2.2 GENERO Myrcia DC.

O género apresenta plantas em forma de arbusto, arvore, trepadeira,
subarbusto e sendo encontrado nas regides da Amazoénia, Caatinga, Cerrado,
Floresta Atlantica, Pampa e Pantanal. No Brasil, o género possui
aproximadamente 262 espécies nativas, sendo mais frequente nas regides
Sudoeste e Nordeste (SOBRAL et al., 2015).

Segundo Silva (2012) apresenta como caracteristicas:

Paniculas mircidides, constituidas de ramos opostos
decussados (em forma de cruz) ou verticilados (inseridas em um
s6 né caulinar), sendo os inferiores geralmente mais longos,
eretos ou patentes. Suas flores geralmente se dispdem em
grupos de trés em trés, todas sésseis ou com pedicelo curto.
Apresentam hispanico mais ou menos desenvolvido, formado
pela parede do receptaculo floral que pode ser campanulado,
afunilado, globoso, anguloso ou liso, prolongado ou n&o acima
do ovario (SILVA, 2012, p. 6).

Os niveis de organizagédo do género sao apresentados no QUADRO 2.

QUADRO 2 - TAXONOMIA DO GENERO Myrcia DC

HIERARQUIA TAXONOMIA
Género Myrcia
Subtribo Myrciinae
Tribo Myrteae
Subfamilia Myrtoideae
Familia Myrtaceae
Ordem Myrtales
Reino Plantae

FONTE: SOBRAL (2003); LIMBERGER et al. (2004).

O extrato bruto etandlico de Myrcia rostrata apresentou atividade para os
fungos dos géneros Candida e Cryptococcus. A fragdo aquosa das cascas com
inibicdo do crescimento de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. Ja a
fracdo diclorometano foi ativa para as bactérias Enterobacter aerogenes,
Serratia marcescens e Bacillus subtilis (ALCANTARA, 2012).
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Para estudo da composi¢cao do 6leo essencial Limberger (2014) utilizou
folnas de Moyrcia richardiana, Myrcia. arborescens, Myrcia. selloi, Myrcia.
oligantha, Myrcia. rostrata, Myrcia. lajeana, Myrcia. obtecta, Myrcia. pubipetala e
Myrcia. hatschbachii. Foi constatado que todas as espécies analisadas
apresentaram predominancia de sesquiterpenos ciclicos, principalmente os
derivados das vias de ciclizagdo do cadinano, germacrano e cariofilano, exceto
M Myrcia. obtecta, a qual foi caracterizada por substancias do grupo bisabolano.

Para o 6leo de Myrcia gigantea foram identificado 30 compostos,
representando 90,1% do teor de volateis. Este 6leo foi caracterizado pela
predominédncia de sesquiterpenos oxigenados, em especial do grupo
germacrano, cujo composto majoritario foi o espatulenol (28,9%) seguido, em
menor quantidade, de seu isdmero, iso-espatulenol (9,5%) (APEL et al., 2006).

Apel et.,, (2016) também realizaram teste com o 6leo essencial de Myrcia
cisplatensis, cuja caracterizagdo apresentou predominancia de monoterpenos
oxigenados (35,5%), em especial 1,8-cineol (29,8%), seguido pelos
hidrocarbonetos monoterpénicos (20,8%) limoneno (10,9%), e a-pineno (8,9%).
Os autores também observaram também destacou a presenca de B-cariofileno
(10,8%), um hidrocarboneto sesquiterpénico do grupo dos cariofilanos.

Foi encontrado o6leo essencial Citral nas folhas de Myrcia ovata,
apresentando em testes, contra larvas de Aedes aegypti a atividade larvicida.
Ressaltando que seu uso pode ser um aliado no combate de pestes que
possuam fase larval (LIMA et al., 2011).

A partir da obtengao do 6leo essencial de Myrcia pubiflora, Andrade et al.,
(2012) constatou a dinimuicdo do numero de contorgdes induzidas pelo acido
acético e a nocicepcado na segunda fase do teste de formalina. Exibiu efeito
inibitério na resposta induzida por carragenina, porém foi ineficaz ao inibir o
tempo de reacao ao estimulo térmico.

O dleo essencial de frutos de Myrcia laruotteana foi testado por Stefanello
e colaboradores (2011), para verificacao da atividade antiproliferativa. Ele obteve
resutados favoraveis quando a amostra foi testada contra células de cancer
humano in vivo (glioma, melanoma, mama, ovario e ovario-resistente, rim,
pulm&o, préstata, colon e leucemia). Destacando-se que a unica amostra a néo

obter resultado favoravel foi a pulmonar.



26

Estudo realizado por Lima e colaboradores (2011) com Myrcia ovata,
mostrou efeito significativo no controle da dor aguda e nos testes de inflamacgao
sem efeitos adversos e intoxicagao durante os ensaios. Esse resultado forneceu
subsidio para comprovacao do uso tradicional desta espécie. O dleo essencial
de folhas de Myrcia ovata apresenta a acdo antimicrobiana contra a lava do
Aedes aegypti.

A atividade antimicrobiana foi encontra por Nene e colaboradores (2016),
na espécie Myrcia bella, apresentando resultado positivo ao inibir o crescimento
da bactéria gram-positiva S. aureus.

A maioria dos artigos cientificos em relagdo ao género Myrcia descreve
0s Oleos essenciais como principal material de trabalho (STEFANELLO, 2011).
Os principais compostos dos 6leos essenciais de Myrcia (> 5%) estdo resumidos
no QUADRO 3.

QUADRO 3- PRINCIPAIS ESPECIES DO GENERO MYRCIA E OLEOS ESSENCIAIS

Espécie Parte da Compostos (Abundéancia Relativa)

Planta

M. acuminatissima O.Berg | Folhas | B-pineno, linalol, terpinen-4-ol, B-cariofileno,
espatulenol e 6xido de cariofileno

M. alagoensis O.Berg Folhas B-cariofileno, germacreno D, acido

germacreno B e (2E, 6E)-farnesoico

M. amazonica DC. Folhas germacrene D, germacrene B,

1-epi-cubenol e a-muurolo

M. bracteata DC. Folhas éxido de a-bisabolol e a-bisabolol
M. cuprea Folhas mirceno, B-cariofileno e d-cadineno
(O.Berg) Kiaersk
M. fallax (Rich.) Folhas a-pineno, B-pineno, B-cariofileno,
DC carotol e, guaiol

FONTE: Adaptada de CASCAES et al., 2015




27

QUADRO 4- PRINCIPAIS ESPECIES DO GENERO MYRCIA E OLEOS ESSENCIAIS

. (continuagao)

M. glabra (O.Berg) Folhas a-copaene, -cariofileno, B-selinene, a-

D.Legrand selinene e valerianol

M. laruotteana Camb. Frutos espatulenol, globulol, éxido de a-
verdes bisabolol B, a-bisabolol, globulol,
(2E, 6E)-metil farnesato
M. muiltiflora Folhas B-cariofileno, germacreno D,
(Lam) DC. biciclogermacreno, 6-cadineno,
MW 222 e cubenol.
M. myrtillifolia Frutos a-pineno
DC.

M. obtecta Folhas a-pineno, ar-curcumeno, 3-bisaboleno,
(O.Berg) a-copaeno e a-humuleno
Kiaersk.

M. ovata Folhas neral e geraniale

Cambess.

M. pubiflora DC. Folhas tricicleno, 1,8-cineole,
oxido de cariofileno e mustakone
M. salzmanni Flores B-cariofileno, a-humuleno, PM 222,

O.Berg

PM 220 e cis-p-elemona

FONTE: Adaptada de CASCAES et al., 2015

2.3 ESPECIE Myrcia venulosa DC

Myrcia venulosa ocorre nos estados da Bahia, Goias, Sdo Paulo, Rio de

Janeiro, Parana, Minas Gerais, Espirito Santo e Santa Catarina. Myrcia venulosa
(FIGURA 1) (SOBRAL, 2010). Esta espécie apresenta grande semelhanca com
M. rufipes, mas de diferenga, pois apresenta habito essencialmente arbdoreo e
indumento ocraceo, denso nos ramos e folhas (FIGURA 2) (ROSA; ROMERO,

2012)
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FIGURA 1 — DISTRIBUICAO DA ESPECIE Myrcia venulosa NO BRASIL

FONTE: NCFlora (2018)

E uma arvore que apresentam de 2—-8 metros de altura, com
amos nao nodosos, cilindricos, ndo descamantes, indumento
ocraceo, persistente, gema apical ndo recoberta por catafilos.
Suas folhas apresentam como caracteristica de serem opostas,
concolores, nao congestas no éapice dos ramos, peciolo
canaliculado, 4—-6 mm comprimento; lamina 0,5-7 % 0,3-2,5 cm,
coriacea, eliptica a obovada, apice agudo a arrendodado,
margem nao revoluta, base cuneada, face adaxial glabrescente,
com pontuagdes nigrescentes, face abaxial com indumento
ocraceo. Paniculas multifloras, axilares ou terminais, flores nao
aglomeradas no apice da inflorescéncia; botdes florais 2—4 x 2—
3 mm, obovados, pilosos; bracteas e bractéolas caducas;
pétalas alvas; calice aberto no botdo, 5-metros, sépalas até 2
mm comprimentos, apice arredondado, interna e externamente
com indumento, margem ciliada; hipanto prolongado acima do
ovario, externamente piloso. Baga madura 6-7 x 5-7 mm,
globosa, glabrescente (ROSA; ROMERO, 2012, p.615).



FIGURA 2 — ILUSTRACAO DA ESPECIE Myrcia Venulosa DC.

FONTE STADNIK, OLIVEIRA, ROQUE (2018)
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3 MATERIAL E METODOS
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A seguir é apresentado um fluxograma resumido, FIGURA 3, com as

etapas de procedimentos e execugdes da pesquisa a partir da espécie vegetal.

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA

Myrcia
Venulosa
[ |
Levantamento Coleta de
bibliografico folnas &
alhos

Identificacao Secagem e
da espécie trituracao

l . Ve . ’ .

Oleo Anallse_s f|S|co-q_U|m|cas
. 4 humidade e cinzas
essencial
Composigdo 1
fendlica
Extrato bruto
1

‘ Caracterizagao
1 I I I
Atividades Fracionamento C‘}g‘rﬁ’g’,ﬂgé"
Atividades: Antioxidade
Antioxidante Hemolitica
Hemolitica toxicolégica - Estudo
T o ] — fitoquimico
Toxicologica Antimicrobian preliminar
Antimicrobiana a
Atividades
Antioxidade
Hemolitica
Toxicolégica
Antimicrobiana

FONTE: O autor (2019)
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3.1 MATERIAL VEGETAL

A espécie Myrcia venulosa foi coletada entre os meses de novembro de
2017 a fevereiro de 2018, de floracéo e frutificacdo na cidade de Curitiba. A
identificacdo da espécie vegetal foi realizada no departamento de Engenharia
Florestal da UFPR. A FIGURA 4 mostra as folha e galhos e a FIGURA 5 as flores
da espécie Myrcia venulosa.

FIGURA 4 — FOTOGRAFIA DAS FOLHAS E GALHOS COLETADOS DE Myrcia Venulosa DC.

FONTE: O autor (2019)

FIGURA 5 - FOTOGRAFIA DAS FLORES DE Myrcia Venulosa DC.

FONTE STADNIK, OLIVEIRA, ROQUE (2018)
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Foram coletadas Folhas (1,3 Kg) e Galhos (2,8 Kg), todas as amostras
sdo do mesmo individuo de Myrcia venulosa localizada no capao do Cifloma,
campus Jardim Botanico da Universidade Federal do Parana (UFPR), municipio
de Curitiba, Parana, nas coordenadas geograficas 25°26'52"S, 49°14°25"W, Alt
920m, sob o numero, tombado no Herbario 415144 (FIGURA 6) e posterior

realizado o registro no Conselho de Gestao do Patriménio Genético.

FIGURA 6 - FOTOGRAFIA DA EXSICATA DE Myrcia Venulosa DC. NUMERO 415144

.l | A BT l"_, |
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FONTE: O autor (2019)

A espécie coletada passou por secagem em uma sala com circulagéao de
ar fechada — a temperatura de 18°C — por aproximadamente 1 semana (FIGURA
7). Esse procedimento foi realizado de modo lento, em baixa temperatura, para
preservar o 6leo essencial da planta. A proxima etapa foi realizagéo da trituragcao
de folha (FIGURA 8) e caule em moinho de facas e martelos, sua posterior

armazenagem foi em local seco, com temperatura controlada em 19°C para
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evitar variagdes térmicas que possam afetar a composigdo da planta (BUTER et
al., 1998; PEREIRA et al., 2000; SILVA et al., 1999 CALIXTO, 2000; MING 1994).

FIGURA 7 - FOTOGRAFIA DO PROCESSO DE SECAGEM DA Myrcia Venulosa

FONTE: O autor (2019).

FIGURA 8 — FOTOGRAFIA DA FOLHA TRITURADA DA ESPECIE Myrcia Venulosa

FONTE: O autor (2019).
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3.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

3.2.1 Determinagao do teor de umidade

A umidade foi realizada com a finalidade de determinar a quantidade de
substancia volatil de qualquer natureza eliminada. O método de escolha para
avaliagcdo de umidade na espécie Myrcia Venulosa esta descrito na Farmacopeia
Brasileira V (BRASIL, 2010).

Previamente a realizacédo das analises, 3 cadinhos foram identificados e
Dessecados. Amostras de cada material vegetal (folhas ou galhos secos e
triturados), totalizando 3 g, foram colocadas nos cadinhos dessecados, e
posteriormente pesados. Estes cadinhos foram levados a estufa por 2 horas em
temperatura de 100°C. Apds o resfriamento em dessecador, os cadinhos foram
novamente pesados até observacido de peso constante.

O teor de umidade foi determinado a partir da diferenga (em massa) entre
a umidade do material estabilizado e a umidade do material seco em estufa,
caracterizando a perda por umidade.

Posteriormente, foi calculado a porcentagem de umidade em relagéo ao

material vegetal original (1):

(1) % de umidade = [(P2 — P1) / P3] X 100

Onde:
P1 = Peso do cadinho com amostra apés a dessecacado em estufa;
P2 = Peso do cadinho com amostra antes da dessecacao em estufa;

P3 = Peso da amostra inicial.

3.2.2 Determinacgao do teor de cinzas totais

Utilizando o mesmo material avaliado na determinagcdo do teor de
umidade, em sequéncia foi realizada a determinagéo do teor de cinzas totais de
acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Foram pesadas 3g da

droga pulverizada e transferida para um cadinho de porcelana previamente
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calcinado, resfriado e pesado. Apds distribuir a amostra uniformemente no
cadinho passou por incineragao, aumentando paulatinamente a temperatura —
nao ultrapassando 600°C — até que todo o carvao seja eliminado. O cadinho foi
posteriormente resfriado em dessecador e pesado. Calcular-se-a entdo, a

porcentagem de cinzas em amostra triplicada (2) (LONGHINI et. al., 2007).

(2) % de cinzas totais = [(P2 — P1) / P3] X 100.

Onde:

P1 = Peso do cadinho apo6s a dessecacao e resfriamento em dessecador;

P2 = Peso do cadinho com amostra apds a calcinagcao e resfriamento em
dessecador;

P3 = Peso da amostra inicial.

3.3 ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE EM FITOQUIMICA

O ensaio sistematico de analise em fitoquimica foi realizado com a
finalidade de caracterizar qualitativamente os principais grupos do metabolismo
secundario da espécie vegetal em estudo.

Para realizagcao destes testes, foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003). A partir do material vegetal seco e
triturado, foram preparados extratos hidroalcoodlico e aquoso de folhas e galhos,
0S quais passaram por reagoes colorimétricas ou precipitacao.

Os componentes quimicos pesquisados no extrato hidroalcodlico foram:
alcaloides, leucoantocianidinas, flavonoides, cumarinas, compostos iridoides,
antraquinonas, esteroides e/ou triterpenos. Ja no extrato aquoso: heterosideos
antocianicos, heterosideos saponinicos, heterosideos cianogénios, taninos,

amino grupos, acidos fixos, acidos volateis.



36

3.3.1 Extrato hidroalcodlico

O preparo do extrato hidroalcoolico foi realizado a partir de 40g de cada
material vegetal (folhas ou galhos secos e triturados), o qual foi macerado com
200 mL de etanol 70%, em banho-maria a 70°C por 1 hora. Este macerado
resultante foi filtrado em papel de filtro.

Em seguida o extrato hidroalcodlico foi fracionado. Esta particdo ocorreu
em funil de separagdo, com solventes de polaridade crescente (FIGURA 9):
hexano, cloroférmio e acetato de etila. Por meio da solubilidade, estes solventes
utilizados no particionamento orientam a pesquisa dos compostos quimicos, em
relagao a sua estrutura molecular.

No funil de separagcdo, contendo o extrato hidroalcodlico, foram
adicionados 40 mL do primeiro solvente, hexano. O funil foi agitadoe entéo
ocorre a separacao da fragao dissolvida. Esta etapa foi repetida por 5 vezes; e
completou-se o volume da fragdo com o solvente extrator para 200 mL. Este
procedimento foi repetido com o cloroférmio e acetato de etila, obtendo-se 200
mL de cada fragédo. O residuo do extrato foi chamado de fragdo hidro alcodlica
remanescente, e seu volume completado para 200 mL com etanol 70%. As
fragcbes foram mantidas refrigeradas ate a realizacdo das pesquisas de cada

constituinte quimico.

FIGURA 9 — FOTOGRAFIA DO FUNIL DE SEPARACAO

FONTE: O autor (2019).
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3.3.1.1 Pesquisa de alcaloides

Os alcaloides s&o compostos basicos e sua solubilidade varia de acordo
com variagdes no pH. A pesquisa qualitativa se baseia na capacidade de
combinagao dos alcaloides, em estado de sal (extratos acidos), com o iodo e
metais pesados (bismuto, mercurio, tungsténio), formando precipitados
coloridos.

Nesta técnica, 50 mL de cada umas fra¢gdes foi levada a secura em banho
maria a 70°C e os residuos foram dissolvidos em 1 mL de etanol e 20 mL de
acido cloridrico 1%. Para cada fragao testada, foi transferido 1 mL para 4 tubos
de ensaio.

O quarto tubo foi utilizado como controle negativo, contendo somente o
extrato cloridrico. Nos demais tubos, foram adicionadas duas gotas dos reativos
gerais para alcaloides: Mayer (mercurio tetraiodeto de potassio), Dragendorff
(tetraiodeto bismuto de potassio) e Bouchardart (iodo-iodeto de potassio).

O aparecimento de precipitado de diferentes colora¢des indica reacao
positiva para alcaloides, sendo branco para o reativo de Mayer, cor tijolo para o

reativo de Dragendorff e alaranjado para o reativo de Bouchardat.

3.3.1.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas sao flavonoides monomericos 3,4-diois. A reagao
se explica pela reducdo da leucoantocianidina em antocianidina, na presenca de
acido cloridrico, com alteragcao de coloragcao de amarelo para vermelho.

Para esta reacdo, foram transferidos 10 mL de fragdes hexano,
cloroférmio e acetato de etila para capsulas de porcelana, as quais foram levadas
a secura. A fracdo remanescente hidroalcoolica também teve seu volume
transferido, porém nao necessitava de concentragdo. Em seguida, foram
adicionados 5 mL de etanol, 5 gotas de acido cloridrico e as 4 capsulas foram
levadas a ebuligdo. O desenvolvimento de coloragdo vermelha indica reagao

positiva.
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3.3.1.2 Pesquisa de heterosideos flavénicos

Foram realizadas duas técnicas para identificacao de flavonoides.

a) Pesquisa de flavonoides

Em banho-maria, capsulas contendo 20 mL das fragdes hexano,
cloroformio e acetato de etila foram levadas a secura e posteriormente,
redissolvidas com 10 mL de etanol. Em seguida, foram transferidos 5 mL de cada
uma das fragdes, inclusive a remanescente hidro alcodlica que ndo necessita ser
seca, para tubos de ensaio.

Os tubos de ensaio foram colocados na capela em um béquer contendo
gelo, devido a ocorréncia de uma reacao exotérmica na etapa posterior. Assim,
foram adicionados 200 mg de limalha e acido cloridrico fumegante, lentamente.

A reacao positiva desenvolve coloragao rosa.

b) Teste do oxalico bdrico ou Reagdo de Taubock

Em banho-maria, capsulas contendo 10 mL das fragbes remanescente
hidro alcodlica, hexano, cloroférmio e acetato de etila foram levadas a secura.

Ao residuo, foram adicionadas 5 gotas de acetona e 30 mg de mistura de
acido borico e acido oxalico (1:1), os quais foram levados a secura e
redissolvidos com 5 mL de éter etilico. Este volume foi transferido para tubos de
ensaio para visualizacéo de fluorescéncia em camara de luz ultravioleta.

A reacado positiva desenvolve fluorescéncia amarela esverdeada,

explicada pela formacao de quelatos.

3.3.1.4 Pesquisa de cumarinas

Para esta analise, 30 mL das fragcdes hexano, cloroférmio e acetato de
etila foram concentradas em banho-maria até volume de 5 mL cada. Na
remanescente hidroalcodlica, 30 mL da fragao foi acidificada até pH 1,0 com

acido cloridrico e posteriormente, foi também concentrada até volume de 5 mL.
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Apods o resfriamento, a fragdo remanescente concentrada foi transferida
para funil de separagao e extraida com 2 por¢des de 10 mL de éter etilico. As
fracdes etéreas das duas extracdes foram misturadas e evaporadas em banho-
maria ate volume de 5 mL.

Foram colocados 3 mL de cada fragdo (hexano, cloroférmio, acetato de
etila e etérea) em tubos de ensaio e posteriormente, foram adicionados 2 mL de
hidroxido de sodio 1N recém preparado. Os tubos foram levados para uma
camara de luz ultravioleta em 366nm, ficando expostos em repouso por 15
minutos.

Para reacao positiva e observada o aparecimento de fluorescéncia azul

ou verde amarelada.

3.3.1.5 Pesquisa de compostos iridoides

Os iridoides sao substancias que normalmente apresentam dez atomos
de carbono e podem ser divididos em iridoides glicosideos, secoiridoide
glicosideo e iridoides nao glicosideos. Para a pesquisa qualitativa, foram
preparadas 3 reagdes de identificacao.

Na primeira reacao, foram transferidos 2 mL de fracbes remanescente
hidroalcodlica, hexano, cloroférmio e acetato de etila para tubos de ensaio. Aos
tubos, foram adicionados pequena quantidade de cristais de floroglucinol e 1 mL
de acido cloridrico reagente. O desenvolvimento de coloragdo verde escura
indica reacao positiva.

Na segunda reagdo, foram transferidos 2 mL de fragdes remanescente
hidroalcodlica, hexano, cloroférmio e acetato de etila para tubos de ensaio. Aos
tubos, foram adicionadas duas gotas de acido sulfurico reagente e o
desenvolvimento de coloragéo rosa violaceo indica reagéo positiva.

Na terceira reacdo, foram transferidos 2 mL de fracbes remanescente
hidroalcodlica, hexano, cloroférmio e acetato de etila para tubos de ensaio. Aos
tubos, foram adicionados 0,5 mL de solucéo alcodlica de vanilina 1% e duas
gotas de acido sulfurico reagente.

O desenvolvimento de coloragéo rosa cereja indica reagao positiva.
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3.3.1.6 Pesquisa de antraquinonas

Antraquinonas e naftoquinonas sao polifenois que em solugao alcalina
formam fenolatos hidrossoluveis com coloracido résea, devido a presenca de
hidrogénio acido nas hidroxilas fendlicas que reagem com a solugao alcalina.
Balbes de fundo chato foram levados a fervura contendo 30 mL de cada fragao
e 5 mL de solugdo aquosa de acido sulfurico 10%. As solugdes contidas nos
baldes, acoplados a um condensador de bolas, foram deixadas em refluxo por
30 minutos e decorrido este tempo, foram adicionados em cada balédo, 30 mL de
agua destilada.

A fracdo remanescente hidroalcodlica foi transferida para funil de
separagao para extracdo com 2 porcdoes de 10 mL de éter etilico. O extrato
etéreo e as demais fragdes foram concentradas em banho-maria, até um volume
de 5 mL, os quais foram transferidos para tubos de ensaio. Nos tubos foram
adicionados 5 mL de hidroxido de amoénia, sob lenta agitagcéo para realizagao da
Reacédo de Borntraeger.

A reacao e considerada positiva para antraquinonas e/ou naftoquinonas

com observacgao de coloracao vermelha.

3.3.1.7 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

Para a pesquisa de esteroides e/ou triterpenos foram realizados duas

técnicas.

a) Reacgao de Liberman-Bouchard

Foram evaporadas até secura em banho-maria, 30 mL de cada fragéo.
Os residuos foram, posteriormente, redissolvidos em 5 mL de cloroférmio
e em seguida, foram pipetados 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL do extrato cloroférmico
de cada fracéo para 3 tubos de ensaio. Os volumes foram completados para 2
mL com cloroférmio. Para esta reag¢ao, na capela, foram adicionados aos tubos

de ensaio, 1 mL de anidrido acético e, lentamente, 2 mL de acido sulfurico
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concentrado. O desenvolvimento de coloragao résea escura ou azul indica a
presenca da fungao carbonila na posi¢cao 3 e ligagao dupla nas posigcoes 5 € 6
do anel aromatico. A coloragéo verde indica fungéo hidroxila na posigéao 3 e dupla
ligagédo entre 5 e 6 do anel aromatico. O desenvolvimento de coloragéo amarela

possivelmente indica um grupamento metila no carbono de posi¢ao 14.

b) Reacgao de Keller Kelliani

Em quatro tubos de ensaio, foram transferidos 2 mL das fragbes hexano,
cloroférmio, acetato de etila, e remanescente hidroalcodlica, os quais foram
levados a secura. Apds os residuos foram dissolvidos com 2 mL de acido acético
glacial e 0,2 mL de solugao aquosa de cloreto férrico 1% e transferidos para
tubos de ensaio ja contendo 2 mL de acido sulfurico. O desenvolvimento de
coloracgao azul ou verde na fase de contato dos dois liquidos ou na fase acética
indica reagao para desoxiacucares, sendo azul para esteroides e verde para

triterpenos.

3.3.2 Extrato aquoso

O preparo do extrato aquoso foi realizado a partir de 40 g de cada material
vegetal (folhas ou galhos secos e triturados), o qual foi macerado com 200 mL
de agua destilada, em banho-maria a 70°C por 1 hora. Este macerado resultante
foi filtrado e completado o volume para 200 mL do mesmo solvente extrator,

lavando o material.

3.3.2.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

As antocianinas estao presentes nas plantas na forma de sais como
pigmentos hidrossoluveis, os quais sao encontrados principalmente nas flores,
frutos e tecidos. Apresentam coloragdes que se modificam com variagdes no pH.
Em presencga de base, as antocianinas reagem com as hidroxilas fendlicas livres
e apresentam coloragao azul, devido a estrutura quinoide. J&4 com acidos, ha a

formacgao de sais de ox6nio que sdo corados em vermelho.
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Nesta técnica, 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para 3 tubos de
ensaio. O primeiro tubo foi acidificado até pH 4,0. O desenvolvimento de
coloracdo em tons avermelhados indica reagédo positiva. O segundo tubo foi
alcalinizado até pH 10,0. O desenvolvimento de coloragdo em tons azulados
indica reacao positiva. O terceiro tubo de ensaio foi neutralizado até pH 7,0. O
desenvolvimento de coloragdo em tons violaceos indica reagao positiva.

O desenvolvimento de coloragdao verde em algum dos 3 tubos indica a

presenca de flavonoides.

3.3.2.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

As saponinas esteroidais possuem caracteristicas de formacao de
espuma estavel devido a elevada tensao superficial e propriedades de hemolizar
os glébulos vermelhos. Elas s&o esteroides glicosideos com presenca de um
nucleo epirostano.

Para a pesquisa qualitativa, foi colocada a mesma quantidade de extrato
aquoso em 2 tubos de ensaio. Os tubos foram agitados energicamente com
movimentos succionais por 5 minutos, e deixados em repouso por 30 minutos. A
altura do anel de espuma formada e medida apds a agitagdo e apds o repouso.
A reacgado e considerada positiva quando a altura do anel for persistente e

superiora 1 cm.

3.3.2.3 Pesquisa de heterosideos cianogénios

Nesta técnica, foi utilizada a reacao de isopurpurato de sodio, a qual se
baseia na formacdo de isopurpurato alcalino, a partir do acido picrico, na
presenca de liberagao de acido cianidrico.

Foram transferidos para tubo de ensaio, cuidando para ndo umedecer as
paredes do tubo, 5 mL do extrato aquoso e 1 mL de acido sulfurico 1N. Uma tira
de papel picro sédio foi suspensa com o auxilio de uma rolha de corti¢ca, de modo
que a tira ndo entrasse em contato com o extrato.

O papel pricro sodio e preparado a partir de tiras de papel de filtro

embebidas em acido picrico 1%, as quais sdo secas ao abrigo da luz. Em
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seguida, as tiras sdo embebidas em solugéo de carbonato de sédio 10% e secas
ao abrigo de luz.

O tubo de ensaio contendo o extrato aquoso e reagentes foi levado a
banho-maria a 60°C por 30 minutos. O desenvolvimento de coloracao

avermelhada no papel picro-sodico indica reacao positiva.

3.3.2.4 Pesquisa de taninos

Para a pesquisa de taninos, foi realizada a reagao de Cloreto férrico (a) e
a reacao com formol cloridrico (Ensaio de Staniasny b), onde s&o identificados a
presenca de taninos condensados e hidrolisaveis.

Taninos condensados ou proantocianidinas sao derivados de catecois,
produtos do metabolismo do fenilpropanol e possuem a caracteristica de nao
serem hidrolisados por acidos. Taninos hidrolisaveis sao ésteres de acidos
fendlicos, como acido galico e acidos elagicos glicosilados, formados a partir do

chiquimato.

a) Cloreto férrico

Os taninos sao facilmente oxidados por influéncia de metais, como o
cloreto férrico. Para esta pesquisa, 1 mL de extrato aquoso e 5 gotas de cloreto
férrico 1% foram adicionados em tubo de ensaio. O desenvolvimento de
coloracao azul indica reacado positiva para taninos, coloracdo verde indica

flavonoides e marrom indica poli fendis.

b) Reacédo com formol cloridrico (Reacao de Staniasny)

Em baldo de fundo chato, foram adicionados 30 mL do extrato aquoso, 6
mL de formaldeido 40% e 4 mL de acido cloridrico 37%. O bal&o foi acoplado ao
condensador de bolas e levado a refluxo por 1 hora. Apds resfriamento, o extrato
formol-cloridrico foi filtrado e reservado para a pesquisa de taninos hidrolisaveis.
O material retido no filtro foi lavado com uma solucdo de etanol 50% e

acrescido de gotas de solugéo aquosa de hidroxido de potassio 5%. Ao gotejar
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o hidréxido de potassio, o desenvolvimento de coloragao verde indica reagao
positiva para taninos condensados.

No filtrado reservado, foi adicionado excesso de acetato de sodio, sem
agitacédo, e gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico 1%. Ao adicionar o cloreto
férrico, o desenvolvimento de coloracéo azul indica reagao positiva para taninos

hidrolisaveis.

3.3.2.5 Pesquisa de acidos volateis

Acidos volateis sdo liquidos volateis ou gases, os quais podem ser
evaporados e caracterizados por destilagdo. Nesta técnica, 10 mL de extrato
aquoso foram acidificadas com 1 mL de acido sulfurico 1N em tubo de ensaio,
cuidando para ndo umedecer a parede do tubo. Uma tira de papel tornassol foi
suspensa com o auxilio de uma rolha de cortica, de modo que a tira ndo entrasse
em contato com o extrato. O tubo foi levado em banho-maria a 60°C por 30
minutos e a presencga de acidos volateis e observada em coloragao avermelhada

na fita.

3.3.2.6 Pesquisa de acidos fixos

Acidos fixos sdo liquidos ou soélidos pouco volateis. Nesta técnica, foi
transferido para um baldo de fundo chato, 20 mL de extrato aquoso e 2 mL de
hidréxido de sddio 1N. O balao foi acoplado a um condensador de bolas e levado
a refluxo por 30 minutos. Decorrido o tempo, o baléo foi resfriado, seu conteudo
acidificado com acido sulfurico 1N e extraido, em funil de separagado, com 3
porcoes de 10 mL de éter etilico. Os extratos etéreos foram reunidos, tratados
com carvao ativo, sendo posteriormente filtrados e levados a secura em banho-
maria a 50°C. O residuo foi deixado em estufa a 100°C por 10 minutos. Em
seguida, foi resfriado, 5 mL de hidroxido de aménio 1N foram adicionados, e a
solucéo foi filtrada.

Em uma tira de papel de filtro, foram feitas 3 manchas. A primeira continha
apenas o extrato amoniacal, a segunda continha extrato amoniacal e reativo de

Nessler e a terceira continha apenas reativo de Nessler. O desenvolvimento de
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coloracao diferente na segunda mancha, em relagdo a primeira e a terceira,

indica reacao positiva para a presencga de acidos fixos.

3.3.2.7 Pesquisa de amino grupo

Nesta técnica, 10 mL de extrato aquoso foram concentrados até 5 mL, em
banho-maria a 60°C. Em uma tira de papel de filtro, foram adicionadas 5 gotas
de extrato aquoso concentrado e em cima da mancha, foi gotejado reativo de
Ninhidrina.

Uma segunda mancha foi feita no papel apenas com o reativo de
Ninhidrina, utilizado para controle. A fita foi levada a estufa a 100°C por 10
minutos e o desenvolvimento de coloragao azul violacea indica reagao positiva
para a presenca de amino grupos. A ninhidrina, um agente oxidante, transforma
o grupo amino de alfa amino acido, oxidando-o, em grupo amino e hidrindantina.
O imino acido formado se decompde em aménia. A hidrindantina reage com a
amoénia formando um complexo de coloragéo purpura, o qual reage com outra

amoénia formando o complexo final de coloragao azul escuro.

3.4 EXTRACAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia venulosa

Para a extracao e obtencao do 6leo essencial (OE) das folhas de Myrcia
venulosa, foi utilizada a técnica de hidrodestilagao por arraste de vapor d’agua,
realizado em aparelho de Clevenger (BRASIL, 2010). As folhas secas a
temperatura ambiente (500g). Foram trituradas e acondicionadas em balédo de
fundo redondo de 3000mL, adicionando-se agua até que toda a mostra esteja
em imersao no liquido. O balédo estava conectado ao equipamento e submetido
a uma temperatura em torno de 100°C, com tempo de extragcéo de 8 horas. Apos
a ebulicdo, os vapores de agua e os volateis sdo conduzidos em diregao ao
condensador, onde ocorre a troca de calor, condensando os vapores com a agua
de refrigeracdo. Nessa etapa podemos visualizar a separacgao das fases liquidas
da agua e d6leo esséncial, em seguida a amostra é removido do sistema fechado
e acondicionado em freezer para nao ocorrer sua volatilizagcao (VIANA et al.,
1998).

Decorrido o tempo da extragdo foi realizada a leitura do volume do dleo
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essencial diretamente na escala do tubo separador do aparelho de Clevenger e,
posteriormente calculado o rendimento (3) em mililitros (mL%) de éleo essencial

por 100 g da droga:

(3) Rendimento (%) = Volume obtido de dleo essencial em mL X 100

Massa de material vegetal moido em g

3.4.1 densidade relativa

Para a determinacédo da densidade relativa foi utilizado um tubo capilar.
Primeiramente foi realizada a calibragdo do tubo constituindo pela determinagao
da massa do tubo capilar vazio e do volume de agua destilada a 20°C usado
para completa-lo. Apds esse procedimento o tubo foi colocado para secar em
mufla e depois preenchido com o 6leo essencial para verificar seu peso com o
Oleo. Entao foi feita a diferenca de peso do tubo capilar com agua e com 6leo

essencial o que possibilitou calcular a densidade relativa da amostra.

3.4.2 |dentificagdo dos constituintes do 6leo essencial

O dleo essencial foi submetido a analise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massa, na cromatografia da marca Variam modelo
400. A deteccao por massa foi feita por ionizagdo eletrénica (70eV) e o
analisador do tipo lon Trap. A coluna utilizada para separagdo dos componentes
foi VF5-MS de 30m X 0,25mm com injetor na temperatura de 250°C. O forno
inicialmente foi ligado a 50°C e mantido por 2 mim, entao foi aquecido até 300°C
a uma taxa de 5°C por minuto, totalizando 80 minutos de analise.

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada através da
comparacgao dos indices de retengao de Kovats obtidos nos espectros, com os
documentados na literatura (ADAMS, 2007).
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3.5 OBTENGCAO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES

3.5.1 Preparo do Extrato bruto

O extrato bruto folha (EBF) e estrato bruto galho (EBG) foram obtidos
através do aparelho Soxhlet modificado por Carvalho (2009), este possui patente
de modelo industrial no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) sob o
no 0601703-7 A2.

A planta triturada foi pesada, 600 g para galhos e 500g para folhas, e
colocada no aparelho Soxhlet em duas vezes, o qual continha uma placa porosa
e algodao para conter o material vegetal. Este aparelho foi acoplado a um
condensador de bolas e a um baldo de fundo chato contendo perolas de vidro.
O solvente utilizado para a extracao foi o etanol 80°GL, em um volume de 2,2 a
3,5 litros. Entao, foi deixado em refluxo, por aproximadamente 4 periodos de 4
horas para galhos e 10 a 11 periodos de 4 horas para folhas, para a obtencao
do extrato hidro alcodlico, que foi recolhido no baldo de fundo chato, por extragcéo
do meio solvatado.

Através do aquecimento, o solvente é evaporado e o condensador de
bolas faz com que esse solvente volte e percorra novamente o material vegetal.

O aparelho de Soxhlet é economicamente viavel, visto que o solvente é
reutilizado em toda a extracdo (CARVALHO et al., 2009).

Este processo foi realizado separadamente para folhas e galhos, obtendo-
se assim o extrato bruto de folhas e o extrato bruto de galhos. Partindo-se destes
extratos brutos, foram realizadas as analises de teor de sélidos, fracionamento

e atividades bioldgicas.

3.5.1.1 Teor de solidos

O teor de solidos se baseia na eliminagao da fase liquida do extrato bruto
para esta analise, foi utilizada a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira
V (BRASIL, 2010). Em 3 placas de Petri, previamente dessecadas e taradas,
foram adicionados 10 mL de extrato bruto hidroalcodlico (folhas ou galhos). As

placas foram levadas a estufa a 100°C por 2 horas e posteriormente pesadas,
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apo6s resfriamento no dessecador, até a observacdo de peso constante. A
diferenga entre o peso da placa com o residuo solido do extrato e a placa vazia
fornece o teor de sélidos em 10 mL do extrato.

O teor de sélidos também permite o calculo do rendimento dos extratos
brutos (4):

(4) Rendimento (%) = Volume EB ml X Teor de solidos % X 100

Planta seca g

Onde:

Volume EB = Volume de extrato bruto obtido em mL.

Planta seca = Quantidade de planta seca e triturada em g utilizada para a

obtencao do extrato bruto.

3.5.1.2 Fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico

Os extratos brutos hidro alcodlico de folhas e galhos foram concentrados
em rotaevaporador até que se obteve aspecto de extrato fluido e a partir deste,
a obtencdo de fragbes foi realizada pelo sistema de particdo liquido-liquido.
Foram utilizados solventes que apresentam padrdao analitico e polaridades
diferentes, na seguinte ordem crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila.

O fracionamento dos extratos brutos em escala de polaridade e realizado
para auxiliar na identificacdo das classes de metabolitos com atividades nos
bioensaios.

Para o fracionamento, foi utilizado o aparelho de Soxhlet modificado
(P10601703-7 A2). O aparelho contendo o extrato bruto concentrado foi
conectado ao condensador de bolas e ao balao de fundo chato contendo perolas
de vidro. Apés ser adicionado o primeiro solvente, hexano, este sistema foi entéo
levado a refluxo, para que os solventes pudessem realizar uma adequada
extragdo. Este processo foi repetido com os demais solventes. Os extratos
resuctantes foram: Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragcao
folha cloroformio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragdo folha
remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragcdo galho hexano (FGH),
Fracédo galho cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fracao
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galho remanescente (FGR). Estas fragcbes foram avaliadas nos bioensaios e
demais testes juntamente com os proprios extratos brutos, totalizando dez

amostras analisadas (5):

(5) Rendimento (%) = Massa da fracdo obtida em g x 100
Planta seca em g

Onde:

Planta seca = Quantidade de planta seca e triturada utilizada no fracionamento.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo de uma possivel atividade antioxidante exercida pela espécie
Myrcia venulosa foi testada pelo método de reducao do radical DPPH e formacéao

do complexo fosfomolibdenio

3.6.1 Formacao do complexo fosfomolibdenio

O método de complexacgao pelo fosfomolibdénio € uma maneira simples
e barata de se avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa
de compostos, como € o caso de extratos obtidos de plantas, bem como suas
fragbes Possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos (PRIETO, PINEDA E AGUILAR,
1999).

E fundamentado na reducéo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) (FIGURA
10) ocorrida em presengca de determinadas substancias com capacidade
antioxidante, com formagao de um complexo entre fosfato/molibdénio (V), em pH
acido, o qual é determinado espectrofotometricamente. Esse complexo possui
coloragdo amarela, tornando-se verde a medida que se reduz, sendo mais
intensa quando maior for a atividade antioxidante da amostra (BORA et al., 2005;
BALESTRIN, 2006)
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FIGURA 10 - REAGAO DE REDUGAO DO MOLIBDENIO POR UM COMPOSTO
ANTIOXIDANTE
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FONTE: SANTIAGO (2015)

O complexo fosfomolibdénico € formado pela reacdo da solucdo de
NasPO4 (28 mL, 0,1 mol.L) com solugao de Tetra-hidrato de heptamolibdato de
amonio (12 mL, 0,03 mol.L-1) e solugado de H2SO4 ( 20mL, 3 mol.L), em meio
aquoso, sendo o volume final, ajustado com H20 destilada para 100 mL, e
possui coloracdo amarela, tornando-se verde a medida que se reduz. As
amostras para efeitos deste estudo foram levadas a secura em banho-maria
(40°C), e a partir do material seco, foram preparadas solu¢gdes metandlicas com
concentragao final de 200 mg/ml. Destas, 0,3 mL foram adicionados a 3 mL de
solugao reagente do complexo fosfomolibdénio.

Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95°C, por 90 min.
Apos resfriamento, foi realizada a leitura a 695nm, em um espectrofotémetro UV-
1601 Shimadzu® para obtencao das absorbancias, usando 0,3 mL de metanol
com 3 mL do reagente como branco. A capacidade antioxidante das amostras &
expressa em relagdo a rutina (200 ug. mL) usada como padréo, vitamina C (200
Mg. mL) E BHT (200 pg. mL) cuja atividade antioxidante de referéncia foi
considerada 100%, sendo os resultados expressos como atividade antioxidante
relativa (AAR%).

A equacao (6) demonstra o calculo de atividade antioxidante frente a estes
padroes:

(6) AAR% =[Concentracdo Padrdo ma/mL x (Abs amostra - Abs branco)] x 100

[Concentracdo Amostra mg/mL x (Abs padrao - Abs branco)]
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3.6.2 Redugéo do radical DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um radical livre e estavel com o
qual compostos vegetais que apresentam potencial atividade antioxidante
interagem, permutando os elétrons ou atomos de hidrogénio para o radical livre
reduzindo-o. O método de controle mais utilizado é o decaimento da absorbancia
no comprimento de onda observado entre 515 a 528nm, produzido pela adigao
do antioxidante a uma solucéo alcodlica do radical DPPH.

A estabilidade do radical ocorre devido a deslocalizacédo do elétron
desemparelhado (FIGURA 11) por toda a molécula, conferindo a ela, uma
coloracao violeta, caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol ou
metanol (ALVES, et al, 2010).

FIGURA 11 - ESTABILIZAGAO DO RADICAL DPPH POR UM ANTIOXIDANTE
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Este método € considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos mais
faceis, precisos e reprodutivos na avaliagao da atividade antioxidante de sucos
de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e
terpenoides (ALVES, et al, 2010).
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O potencial de redugao do radical DPPH das amostras foi analisado
espectrofotometricamente a 518nm (Mensor et al., 2001). Foram preparadas
cinco solugdes metandlicas diferentes de cada amostra e interpoladas em grafico
para determinacdo da equacgao da reta. Em tubo de ensaio, foram adicionados
2,5mL da amostra a ser testada e depois adicionado 1mL de uma solugcao
metandlica de DPPH na concentracao de 0,03 mmol/mL. Para cada amostra foi
preparado um branco com 2,5mL da solu¢do e 1mL de metanol para cada
concentracao. Paralelamente foi preparado um controle com 2,5mL de metanol
e 1mL de DPPH. Apds trinta minutos de reagao foram realizadas as leituras em
espectrofotdmetro, correspondente a absor¢ado maxima do radical em estudo.
Como padrdes foram utilizados rutina, vitamina C e BHT.

A porcentagem da atividade antioxidante (AA%) foi calculada a partir da

equagao (7):

(7) AA% = 100 — [(Absorbancia amostra — Absorbancia branco) X 100]

(Absorbancia controle)

Para cada concentracdo de amostra e padrao testados foram calculados
a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional. Por regressao linear
foi plotado um grafico, em que a abscissa representa a concentracdo da
amostra e a ordenada e a média da AA% das amostras de cada concentracao.

A equacao da reta desse grafico, do tipo y = ax + b, serviu de base para
determinacao do valor da concentracéo letal (CLso.)

Para amostras de 6leo essencial, foram preparadas solucbes amostras e
padrdes na concentracao de 200 pg/mL em metanol, com adi¢ao de Polisorbato
80 ao dleo na proporcao de 1:1 (m/m). O controle foi constituido de Polisorbato
80 a 0,1% em metanol e reativo DPPH. A reagdo e o célculo seguiram-se
conforme ja descrito. O resultado de porcentagem de atividade antioxidante do
Oleo essencial foi comparado aos resultados encontrados para os padrées na

mesma concentragao.
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3.7 DETERMINACAO DO TEOR FENOLICO

3.7.1 Determinacéao de fenodlicos totais

A concentracdo dos compostos fendlicos totais foi determinada em
espectrofotometro UV-1601 Shimadzu® a 760nm, utilizando reagente
FolinCiocalteau, segundo a metodologia descrita por Roesler e colaboradores
(2007), com modificacoes.

O método colorimétrico Folin-Ciocalteau envolve a redugao do reagente
pelos compostos fendlicos das amostras com concomitante formagao de um
complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente.

Uma curva de referéncia nas concentracbes de 0,0 a 17,5 mg/ml em
metanol 50% foi construida utilizando-se como padrao o acido galico 100 mg/ml-
1. Para a determinacao de compostos fendlicos, os extratos com concentragdes
conhecidas (mg.mL-1) em metanol 50%, foram homogeneizados em banho
ultrassom por 30 minutos e a partir deles, diluicbes seriadas em solucédo de
metanol 50% foram realizadas e, assim, determinada a melhor concentragao
para se obter o teor de compostos fendlicos nos extratos (localizada na faixa
mediana ao centro da curva analitica). Para a reagao colorimétrica, uma aliquota
3,4 ml (amostra 0,32mL + metanol 3,1mL metanol) da solugdo metandlica de
extrato foi homogeneizada em agitador de placas por 2 minutos com 0,2 mL de
solugdo Folin Ciocalteau, posteriormente homogeneizada com 0,4 mL de
solucao de carbonato de sddio 5% e mantida em incubagao a 50°C por 5 minutos
em banho maria para desenvolvimento de cor. O sistema foi resfriado
rapidamente em banho de gelo e realizado a leitura em espectrofotémetro a 760
nm a temperatura ambiente (25°C+2).

A quantificagdo de compostos fendlicos nos extratos foi determinada por
meio da curva analitica e os resultados foram expressos em equivalente de acido
galico (EAG) - mg de acido galico pelo equivalente em g da concentragao usado

nos extratos e 6leo essencial.
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A porcentagem dos fendis totais (AA%) foi calculada a partir da formula

(8):

(8) ¢ = Absorbancia — A/B

%Fendis totais= ¢ x 250 x 10-3 x 100/ m(g)

Onde:
¢ = concentracao de acido galico em mg/mL
A = coeficiente linear da equacao da reta

B = coeficiente angular da equacgao da reta

3.7.2 Quantificagao de flavonoides

A quantificacdo dos flavonoides foi realizada pelo método colorimétrico
descrito por Zhishen e colaboradores (1999), com modificacbes em a
espectrofotometro UV- 1601 Shimadzu® a 510 nm. A curva de referéncia foi
construida utilizando-se o padrao catequina 500 uM nas concentracdes de 10 a
200 umol. Para a determinacao dos flavonoides, extratos com concentragdes
conhecidas (mg/ml) em agua destilada foram homogeneizados por 30 minutos
em banho ultrassom e a partir deles, diluicbes seriadas em agua deionizada
foram realizadas e, assim determinada a melhor concentragao para se obter o
teor de flavonoides nos extratos. A reacdo colorimétrica ocorreu com a
homogeneizagcao de 0,1mL do extrato com 0,39 uL de agua destilada em
agitador de placas por 1 minuto, posteriormente outras séries de
homogeneizagdo com solugbes foram realizadas — 0,02mL de NaNO:2 por 4
minutos, 0,02mL de AICIspor 6 minutos e 0,2 de NaOH mais 0,24mL de agua
destilada por 1 minuto. Para o branco o extrato foi substituido por 0,1 yL de agua
destilada. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro
a 510 nm a temperatura ambiente (25°C+2) e os resultados expressos em
equivalente de catequina - mg pelo equivalente em g da concentragdo nos

extratos.
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A porcentagem dos flavonoides (AA%) foi calculada a partir da formula

(9):

(9) c = Absorbancia — A/B m(g)

% AA Flavonoides = ¢ x 500 x 10-3 x 100/ m(g)

onde:
¢ = concentracdo de catequina em mg/mL
A = coeficiente linear da equacao da reta

B = coeficiente angular da equagao da reta (ROLIM et al. 2005)

3.8 ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.8.1 Toxicidade preliminar

A avaliacao da toxicidade preliminar in vitro dos extratos brutos, fracbes e
oleo essencial foi realizada frente ao micro crustaceo Artemia salina. O método
executado foi baseado no método descrito por Meyer (1982) e é considerado
com custo baixo e de rapida execucéo.

Para a ecloséo dos ovos, foi preparada uma solugao salina (dgua do mar
artificial) a partir da dissolugao de 14,31 g de sal marinho (Instant Ocean Sea
Salt) em 400 mL de agua destilada. Esta solugéo foi aerada por 30 minutos e,
durante a incubacgao, seu pH foi mantido entre 8,0 e 10,0 para evitar a morte dos
crustaceos que sao sensiveis ao pH abaixo de 6 ou acima de 10,5 (LEWAN et
al.,1992).

Ovos de microcrustaceo da espécie Artemia salina, 200 mg, foram
colocados para eclodir em 400 mL de solugcao salina. A temperatura foi
controlada entre 27°C e 30°C e a solugao foi mantida sob agitacao e iluminagéo
(20 W) constantes por 48 horas.

Foram preparadas solugbes com os extratos brutos e fragbes (hexano,

cloroférmio, acetato de etila e remanescente hidroalcodlica) em concentragdes
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de 1000, 750, 500, 250, 100, 50 e 10 pl/ml em metanol, todos em ftriplicata. As
mesmas concentragdes foram preparadas para o controle positivo Sulfato de
quinidina e oleo essencial, sendo que as amostras de oleo foram solubilizadas
em Polisorbato 80 na proporgéo de 1:1 (m/m).

Os frascos contendo as solugdes amostras e controles foram colocados
em estufa a 40°C para total eliminag¢ao do solvente de diluicao, inclusive o frasco
controle negativo, contendo apenas o solvente da diluigado (metanol e Polisorbato
80 a 0,1% em metanol para o 6leo essencial).

Apos evaporacgao: os frascos contendo as amostras e controles, foram
ressuspendidos com 1 mL de solugéo salina e a incubagao de 10 nauplios foi
realizada na sequéncia. O volume dos frascos foi completado com solucéao salina
para 5 mL e apos 24 horas, realizou-se a contagem dos nauplios vivos e mortos
em presencga das concentracdes analisadas, sendo considerados vivos todos
aqueles que apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados
préximos a uma fonte luminosa.

Procedeu-se a avaliagao dos resultados a partir da aplicagao de testes
estatisticos pelo método Probitos (FINNEY, 1956) através do software SPSS
versdao 23.0. Nestes testes, foram determinadas as doses letais capazes de
matar 50% e 90% dos nauplios, CLso e CLoo respectivamente, bem como o
intervalo de confianca de 95%. As amostras foram consideradas toxicas quando
CLso forem menor que 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982).

3.8.2 Atividade hemolitica

O método da atividade hemolitica in vitro foi baseado no método descrito
por Banerjee e colaboradores (2008) com modificagbes. Anteriormente a
realizagéo do teste, foram preparados em solugcédo tampao fosfato-salino (PBS),
sangue, solugdes amostras e controles.

A solucado tampao PBS foi obtida a partir de Cloreto de sdédio (8,0 g/L),
Cloreto de potassio (0,2 g/L), Fosfato dissodico (1,15 g/L), Fosfato
monopotassico (0,2 g/L) e Agua (q.s.p. 1000 mL). Apés o preparo, o pH foi
ajustado para 7,4 e a solugdo foi armazenada em geladeira, pois ao longo do

teste, ela deve ser utilizada gelada.
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No momento dos ensaios, o frasco de sangue de carneiro foi
homogeneizado realizando leve agitagcdo manual e foram transferidos 3 mL a um
tubo de falcon para centrifugacdo durante 5 minutos a 3000rpm. ApoOs a
centrifugacgéo, o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado lavado com cerca
de 5 mL de PBS gelado. O processo se repetiu até a obtengao de sobrenadante
incolor. Em seguida, a papa de hemacias foi diluida com PBS para obtengao de
uma diluicao a 2% (v/v).

As amostras de extrato bruto e fragdes foram obtidas a partir do preparo
de uma solugdo mée a 1000 ug/mL, solubilizando-as em metanol 10% em PBS.
A solugdo mae de Oleo essencial seguiu 0 mesmo preparo, com a adi¢cado de 50
ML de dimetilsulfoxido (DMSO). A partir das solugdes mae, foram realizadas
diluicdbes em PBS até a obtengao das concentracdes 250, 500, 750 e 1000 pg/ml.
Como controles positivos foram utilizados Triton 1% em PBS (200 yL de Triton
1% + 200 yL de Hemacias 2%), como controle negativo foi utilizado 200 pL de
PBS em 200 uL de solugao
de eritrécito a 2%.

Apos as pipetagens, os tubos de eppendorfs foram incubados em estufa
a temperatura de 37°C durante 3 horas. Decorrido este tempo, foram levados
para centrifugagcao a 3000 rpom por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido,
160 uL, para microplaca com fundo redondo de 96 pogos em formato de ‘U’, para
posterior leitura em espectrofotometro Multiscan FC, Thermo Scientificr na faixa
de 540nm.

A porcentagem da atividade hemolitica (AH%) foi calculada, em relagéo

ao Triton 1%, a partir da equacgao (9)

(9) AH % =(Abs amostra — Abs branco cor — Abs branco solvente) X 100

(Abs triton — Abs branco cor - Abs branco solvente)

Na realizacao do calculo, sdo subtraidas das absorbancias do teste: as
absorbancias correspondentes ao branca, para descontar a influéncia da cor dos
extratos brutos, fracdes e 6leo essencial; e as absorbancias do branco solvente,
para descontar a influéncia dos solventes de preparo das solugdes.

A anadlise de variancia foi avaliada pelo teste ANOVA e a diferenca

estatistica entre os resultados obtidos pelo teste de Tukey, sendo que valores de
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p<0,05 foram considerados significativos. Para estes estudos, utilizou-se o

software Sisvar versdo 5.6

3.8.3 Atividade Antimicrobiana

Foi testado o potencial antibacteriano dos extratos pesquisados, frente as
oito cepas padrdes de bactérias, dentro destas, quatro bactérias Gram positivas
e quatro bactérias Gram-negativas, servindo como triagem iniciado para
direcionar quais amostras seriam submetidas ao teste de micro diluicdo em caldo
(AYRES et al., 2008).

Esse teste se baseia na difusdo radial das substancias, e a possivel
presenca de particulas em suspensao na amostra a ser testada nao interfere na
difusdo da substancia antimicrobiana no Agar, tornando este método apropriado
para testar a difusdo de substdncias em extratos etandlicos de plantas
(SILVEIRA et al., 2009).

Foram selecionadas para os testes as cepas de micro-organismos
Enterococcus faecalis ATCC 28312, Streptococcus pyogenes ATCC 18017,
Staphylococcus aureus ATCC 30850 e Bacillus subtilis ATCC 7823. Das Gram
negativas, as bactérias de estudo foram Salmonella typhimurium ATCC 17118,
Escherichia coli ATCC 24202, Enterobacter aecrogenes ATCC 15089 e Proteus
mirabilis ATCC 26644.

Os materiais utilizados (vidrarias, pingas) foram esterilizados em

autoclave 120°C, por 30 minutos.

3.8.3.1 Meio de cultura

Para a realizagao dos testes antimicrobianos foram utilizados os seguintes
meios de cultura: Mueller-Hinton Agar e Mueller-Hinton caldo, para o crescimento
das bactérias. Todos os meios de cultura foram preparados conforme instrugdes

do fabricante, e logo apds levados para a autoclavagem durante 20 min a 121°C.
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3.8.3.1 Preparo do inéculo

As bactérias foram inoculadas em placas de Petri pequenas (90 mmX15
mm) contendo meio de cultura de acordo com o micro-organismo. Para as
bactérias foi utilizado Agar Mueller-Hinton, levando-se para a estufa a 35°C por
24 horas. Apos o crescimento nas placas, as bactérias foram inoculadas em
solucao salina estéril (0,9%), com turbidez ajustada com a solugcado padrao de
MacFarland n°0,5 para obtengcdo de uma concentracdo padrdao de micro-
organismos (1. 108 UFC/mL).

3.8.3.2 Difusao em meio solido a partir de orificio.

Para uma investigagdo preliminar da capacidade antimicrobiana do
extrato e fragdes das folhas e galho, assim como do éleo essencial, foi utilizada
a técnica da difusdo em meio sélido a partir de orificio (BAUER et al., 1966;
ALVES et al., 2000; ANTUNES et al., 2006; AYRES et al., 2008) com algumas
modifica¢des, seguindo as recomendagdes do CLSI (2016).

O extrato das folhas e galho foram analisados em seis concentragdes,
partindo de uma concentracdo inicial de 2000 pg/mL, obtendo as demais
concentragdes pelo processo de diluigcdo seriada (1000 pg/mL, 500 ug/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 ug/mL) utilizando como solvente etanol a 70%. O dleo
essencial foi analisado em quatro concentragcdes diferentes pelo mesmo
processo de diluigdo seriada (1:2, 1:4, 1:8, 1:16), utilizando Dimetil-Sulfoxido
(DMSO) como solvente. A semeadura dos indculos, previamente padronizados
na concentragdo de 1.108 UFC/mL foi realizada com o auxilio de um swab estéril
e de forma homogénea nos meios de cultura Agar Mueller-Hiton e Agar
Sabouraud. Com o auxilio de ponteiras descartaveis estéreis realizou-se a
perfuracdo do meio solido, obtendo cavidades com 8 milimetros de diametro.
Nestas cavidades foram adicionados 20 uL de cada amostra e dos controles
negativos (solventes utilizados).

Paralelamente, em placas separadas, foram inoculados os padrbes de
referéncia. Para as bactérias, discos de antibidticos padrées da empresa

NEWPROV (Ampicilina 10 ug, Eritromicina 15 ug, Gentamicina 10 ug, Penicilina
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10 g, Tetraciclina 30 ug e Vancomicina 30 ug) foram utilizados como controles
positivos, aplicando-se a metodologia da difusdo em disco (BAUER et al., 1966)
para avaliar o potencial destes. Apds 30 min, as placas de Petri com as
amostras foram incubadas, sem inversdo, em estufa a 35°C por 24 horas. As
placas contendo os discos de antibidticos padrdes foram incubadas invertidas,
em estufa a 35°C por 24 horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
A mensuragao do halo de inibicado do crescimento bacteriano foi realizada com

o auxilio de uma régua graduada em milimetros, segundo a USP XXVIII (2005).

3.8.3.3 Determinac&o da concentracdo inibitéria minima (CIM

A determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato do
extrato hidro alcodlico das folha, galho e do 6leo essencial frente as oito cepas
padrao de bactérias foi realizada em uma microplaca esterilizada de 96 orificios
ou pogos, conforme metodologias descritas (AYRES et al., 2008;
HANAMANTHAGOUDA et al., 2010; SILVA et al.,, 2011) com algumas
modificagdes. As recomendacgdes da CLSI (2016) foram novamente aplicadas.

Inicialmente, s&o depositados 100 pL de caldo Muller-Hinton em todos os
pocos envolvidos no teste. Na coluna 1 — linha A acrescentou-se 100 pyL do
extrato galhos na concentracéo de 2000 pg/mL. Em seguida, 100 uL do conteudo
do orificio foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da
linha seguinte (B), repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter
uma concentragdo decrescente do extrato (2000 ug/mL a 15,625 ug/mL) por
meio da diluicdo seriada com o proprio meio de cultura. Posteriormente, é
adicionado 10 uL do inéculo bacteriano, de crescimento recente (24 horas). Este
in6culo foi preparado através da comparacdo da turvacdo a escala de
MacFarland n° 0,5, apds, diluido na propor¢cado 1:10 com solugao salina estéril
(0,9 %), de modo a obter uma concentragao final da suspenséo bacteriana de
104 UFC/mL.

As placas sao tampadas e incubadas a 35°C por 24 horas. Decorrido este
periodo, € acrescentado 20 uL do indicador TTC (cloreto de trifenil tetrazolium)

a 0,5 % (p/v), e a placa re-incubada por 1 hora na referida temperatura. A CIM &



61

definida como a menor concentragcdo do extrato capaz de impedir o
aparecimento de coloragao vermelha, ou seja, inibir o crescimento bacteriano.

Este teste foi realizado em triplicata. Nas colunas 4, 5 e 6 adicionou-se o
extrato das folhas, na mesma concentracgéo inicial do extrato do galho, repetindo
o0 mesmo procedimento. Nas colunas 7, 8 e 9 foi adicionado o dleo essencial, na
dilui¢cdo inicial de 1:2 com o solvente Tween 80 a 10 % (solu¢do aquosa).

E repetido o mesmo procedimento de diluicdo seriada com o dleo
essencial, obtendo concentracbes de 1:2 até 1:256, assim como, as demais
etapas desta técnica. Nas colunas 10, 11 e 12 foi adicionado o controle positivos
(Eritromicina 30 pug/mL) os controles negativos (etanol 70 % e Tween 80 a 10%)

e o controle de esterilidade do meio de cultura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas e galhos da espécie Myrcia venulosa foram coletados, secas em
ambiente fechado a 19°C durante duas semanas e, posteriormente, trituradas
separadamente. A retirada de agua da planta fresca e importante para manter
uma maior estabilidade e evitar reagbes de hidrolise e contaminagao
microbioldgica (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; SIMOES, et al., 2017).

As quantidades de droga vegetal seca e triturada foram de 1489,3 g para
folhas e 2040,9 g para galhos, as quais foram utilizados para analises fisico-
quimicas (umidade e cinzas totais), ensaio sistematico em analise fitoquimica,
obtencao de extrato bruto e 6leo essencial, sendo este ultimo realizado apenas

para as folhas.

4.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Os ensaios fisico-quimicos sao importantes parametros a se estabelecer.
Pois definem e confirmam padrdes de controle de qualidade para determinada
espécie, uma vez que denunciam adulteragdes ou falsificagdes de materiais. No
caso de Myrcia venulosa, foram estabelecidos pela primeira vez, agregando
dados inéditos ao compilado da espécie. Esta analise tem grande importancia
uma vez que pode auxiliar na identificacdo botanica e identificacdo de impurezas
na amostra (BRASIL, 2010; SIMOES, et al., 2017).

4.2.1 Umidade

Para assegurar a qualidade de um material vegetal é realizado o teste do
teor de umidade de planta, pois a contaminacao por fungos e bactéria pode
ocorrer, gerando alteragao no material vegetal o que, além de representar riscos
devido a producdo de substancias toxicas, podem levar a destruicdo e/ou
alteracdo dos principios ativos tornando o material impréprio para analises
(BRAGA, 2007)
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A TABELA 1 apresenta os resultados encontrados para a analise de

umidade na especie pesquisada.

TABELA 1 — RESULTADO DA DETERMINAGAO DA HUMIDADE DA ESPECIE Myrcia

venulosa DC
ANALISE UMIDADE (%) DESVIO PADRAO %
Folha 10,02 0,07
Galho 13,75 0,15

FONTE: O autor (2019).

4.2 .2 Cinzas totais

A determinacdo do conteudo de cinzas € um parametro que permite a
verificacdo de impurezas nao volateis que podem estar presentes na amostra
vegetal A quantificacdo destes compostos e avaliada por meio da determinagao
do residuo por incineragao, onde a planta calcinada a alta temperatura, resulta
emcompostos minerais na forma de cinzas. Ao exceder os limites propostos, a
analise pode detectar possibilidades de adulteracdo e contaminagéo presentes
na droga vegetal (ALMEIDA, 2003; SIMOES, et al., 2017).

A TABELA 2 apresenta os resultados encontrados para a analise de

cinzas totais na espécie pesquisada.

TABELA 2 — RESULTADO DA DETERMINACAO DAS CINZAS TOTAIS DA ESPECIE Myrcia
venulosa.

ANALISE | CINZAS (%)] DESVIO PADRAO
Folha 4,23 0,13

Galho 7,7 0,78
FONTE: O autor (2019).
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4.3 ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE EM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica dos metabdlitos secundarios foi realizada nos
extratos hidro alcodlicos e aquoso.

A classificagdo dos grupos de metabdlitos secundarios foi realizada por
meio de reacgdes quimicas que resultaram no desenvolvimento de cor e/ou
formacao de precipitado. Esta etapa indicou os grupos de metabolitos

secundarios e substancias majoritarias presentes na Myrcia venulosa.

4.3.1 Extrato hidro alcodlico

O extrato hidroalcoolico foi preparado separadamente para folhas e
galhos, posteriormente, os extratos foram fracionados, obtendo-se as fragbes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e a fracdo remanescente hidro alcodlica. A
pesquisa dos constituintes quimicos foi realizada em todas as fragbes e os
resultados estdo apresentados na TABELA 3 para galhos e na TABELA 4 para

folhas.

TABELA 3 - RESULTADOS DO ESTUDO FITQQUiMICO NO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DE FOLHAS DA ESPECIE Myrcia venulosa.

METABOLITOS AMOSTRAS
SECUNDARIOS FOLHA
Fracéo Fracao Fragcédo Acetato de Fracéao.
Hexano Cloroférmio Etila Remanescente
Alcaloides - - - -

Leucoantocianidinas - - - _

Heterosideos Flavonoides + - + +
Flavonoides - + + +
Cumarinas - - + -

Compostos iridoides - - - -

Antraquinonas - - - -

Terpenos/ Esteroides + - + -
FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: (-) negativo; (+) positivo.
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TABELA 4 - RESULTADOS DO ESTUDO FITQQUIMiCO NO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DE GALHOS DA ESPECIE Myrcia venulosa.

METABOLITOS AMOSTRAS
SECUNDARIOS GALHO
Fracao Fracao Fracédo Acetato de Fracao
Hexano Cloroférmio Etila Remanescente
Alcaloides - - - -

Leucoantocianidinas - - - -

Heterosideos Flavonoides + - + +
Flavonoides - - + -
Cumarinas - - - -

Compostos iridoides - - - N

Antraquinonas - - - -

Terpenos/ Esteroides + - + -

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: (-) negativo; (+) positivo.

A especie Myrcia Vanulosa apresentou resultado possitivo para
flavonoide. Eles sao sintetisados a partir de uma molécula de fenilalanina e 3
malonil-CoA, uma via que é conhecida como biossintética dos flavonoides. Os
flavonoides s&do um familias muito diversas de compostos, embora todos os
produtos finais sejam caracterizados por ser polifendlico e soliuvel em agua
(GARCIA-TIRADO, RIEGER-REYES, SAZ-PEIRO, 2012)

Como comparativo na literatura pode ser citada a triagem fitoquimica do
po das folhas de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), que evidenciou a presencga de
heterosideos antraquindnicos, esterdides, triterpenos, taninos, heterosideos
flavondides e saponinicos (FIUZA et. al, 2008).

Quimicamente, a maioria dos flavonoides baseia-se em uma estrutura
fundamental que possui um esqueleto formado por de 15 atomos de carbono
constituido por dois anéis de benzeno ligado por meio de uma cadeia trés
carbonos entre elas e um oxigénio como heteroatomo. Podem ser encontrados
com dentre os grupos de metabdlitos secundarios de plantas, sendo subdivididos
em seis classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois, flavanois e
antocianinas (SANTOS; RODRIGUES, 2017).
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Flavonoides também foram encontrados em Pimenta
pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum — Myrtaceae, em exemplares da
regido de Minas Gerais e em Brasilia. Os autores descrevem variabilidade nos
teores de metabdlitos secundarios, especialmente no que se refere aos
flavonoides, da matéria prima vegetal de P. pseudocaryophyllus relacionada a
fatores fenolégicos e geograficos, (PAULA et. al, 2008).

Levando-se em conta o estudo apresentado por Paula e colaboradores
(2008) pode se concluir que mesmas espécies que tiveram seu desenvolvimento
em locais diferentes apresentam caracteristicas fitoquimicas distintas, portanto
estudos com Mpyrcia venulosa de outras regides irdo enriquecer os dados
apresentados.

A presencga de cumarinas foi evidenciada na folha acetato de etila com
o aparecimento de fluorescéncia azul e verde quando visualizadas no
ultravioleta. Esse grupo quimico € amplamente distribuidas nos vegetais, mas
também podem ser encontradas em fungos e bactérias. Estruturalmente sao
lactonas do acido o-hidroxicindmico (2H-1-benzopiran-2-ona), sendo o
representante mais simples a cumarina (1,2- benzopirona) (SIMOES; SPITZER,
2010).

Dentre o uso terapéutico das cumarinas pode ser destacado a atividade
anti-HIV, isolados das folhas de uma arvore de floresta tropical, Calophyllum
lanigenum Miq. var. austrocoriaceum, familia Clusiaceae, encontrada na
Malasia. Apresentando capacidade de inibiram a replicagdo in vitro do HIV-1,
provavelmente, por inibicdo da atividade enzimatica da DNA-polimerase
dependente de DNA e da DNA-polimerase dependente de RNA presentes no
virus (RADUNZ et, al, 2012).

Pesquisas evidenciam que as cumarinas apresentam atividades
biolégicas, sendo as mais comuns: anti-neoplasica, efeito narcético,
hemostatico, sedativo, espasmalitico, anticoagulante, analgésico, regulador
hormonal e vaso dilatador. Além disso, as cumarinas possuem ainda um efeito
regulador que, em concentragdes diminutas da substancia, promove o
crescimento vegetativo (SOUZA, 2011).

A pesquisa de esteroides e/ou triterpenos foi realizada pela reacéo de

Libermann Bouchard, em que os resultados apresentaram-se positivos exceto
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para as fracdes de folha e galho de cloroférmio, com o desenvolvimento de
coloracéao verde, a qual indica fungao hidroxila na posi¢ao 3 e dupla ligagao entre
as posicdes 5 e 6 do anel aromatico. Na reacao positiva de Keller Kelliani, houve
o desenvolvimento de coloragédo na zona de contato das amostras, em todas as
fracoes.

Santos e colaboradores (2018) encontraram resultados similares em
Eugenia mattosii (Myrtaceae), popularmente conhecida no Brasil como
“cerejinha”, constatando a presenga de compostos fendlicos, terpenos e/ou
esteroides, assim como foram encontrados na Myrcia venulosa.

Eugenia mattosii foi testada em modelo de ulcera gastrica induzido pelo
etanol, foi evidenciada reducao significativa de areas danificadas para doses de
50 e 250 mg/kg do extrato das sementes, enquanto no modelo de ulcera induzida
por indometacina, todas as partes do fruto apresentaram capacidade de defesa
da mucosa gastrica ao reduzir as lesdes nas doses de 50, 125 e 250 mg/kg
(SANTOS et al., 2018)

Foi encontrado flavonoides, saponinas, triterpenos e/ou esteroides em
estudo fitoquimico de Psidium cattleyanum Sabine (Myrtaceae), podendo
estarem diretamente relacionados a analgesia periférica induzida (ALVARENDA,
et al, 2015)

4.3.2 Extrato aquoso
O extrato aquoso foi preparado separadamente para folhas e galhos. A

pesquisa dos constituintes quimicos foi realizada e os resultados estao
apresentados na TABELA 5.
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TABELA 5 — RESULTADOS DO ESTUDO FITOQUIMICO NO EXTRATO AQUOSO

GRUPO FITOQUIMICO EXTRATO AQUOSO GALHOS | EXTRATO AQUOSO
FOLHAS
Heterosideos antocianicos - -
Heterosideos saponinicos + +
Heterosideos cianogénicos - -
Taninos Reacéo Cloreto + -
férrico

Taninos condensados + +
Taninos hidrolisaveis + -
Acidos volateis + -
Acidos fixos - +
Amino grupos + +

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: (-) negativo; (+) positivo.

No extrato aquoso de galhos da espécie Myrcia venulosa, foi observado
a formagdao de espuma, sendo indicativo da presenga de heterosideos
saponinicos.

A pesquisa de taninos, pela reagdo com o cloreto férrico, foi considerada
positiva com o desenvolvimento de coloracdo azul para o extrato aquoso de
galhos O extrato de galhos também apresentou taninos condensados com o
desenvolvimento de coloragao verde e taninos hidrolisaveis com o aparecimento
de coloragdo azul na reagdo com formol cloridrico (Ensaio de Staniasny),
enquanto o estrato de folhas apresentou apenas resultado positivo para taninos
condensados.

O extrato aquoso galho apresentou resultado positivo para acidos fixos
através do reativo de Nesseler e o extrato aquoso de folha apresentou resultado
positivo para acidos volateis mediante a presenca de vermelho no indicador
universal de pH 0-14.

Em estudo realizado em Psidium cattleianum sabine E Campomanesia
guazumaefolia (CAMB.) BERG, ambas pertencentes a familia Myrtaceae,

apresentou resultado positivo para taninos e saponinas (MULLER, et, al, 2012).
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4.4 OLEO ESSENCIAL

Os dleos essenciais também podem ser nomeados como 6leos etéreos,
pois apresentam solubilidade em solventes organicos apolares além de
possuirem esséncias pelo aroma, sendo ainda categorizados como misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas, liquidas e
com densidade menor do que a da agua (BAKKALI et al., 2008; REZENDE et
al., 2013).

Os o6leos essenciais sao formados principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides, sendo possivel encontrar em suas
propriedades efeitos antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas,
antinociceptivas, antivirais e antiflogisticas, entre outras. (MARTINS et al., 2015;
ROSA et al.,2016).

A TABELA 6 apresenta os resultados do volume obtido do 6leo essencial,

sua densidade e rendimento.

TABELA 6 — RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL Myrcia venulosa DC

Quantidade de amostra 100g
Volume obtido 0,28ml
Densidade do 6leo essencial 0,841
Rendimento do oleo essencial 0,22%

FONTE: O autor (2019).

4.4.1 Identificagdo dos constituintes do 6leo essencial

A caracterizagdo dos componentes do 6éleo essencial de Myrcia venulosa
foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrdbmetro de massas,
pelo departamento de quimica da UFPR. O cromatograma de analise resultante

esta representado na FIGURA 12.
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FIGURA 12 - CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia venulosa

4 Lol

FONTE: O autor (2019).
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A identificagdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos

espectros de massas e Indices de Kovats obtidos com os espectros descritos

por Adams (2007). A composi¢cado quimica do oleo essencial, bem como seus

respectivos tempos de retencdo, indices de retengdo e porcentagens estao
descritos na TABELA 7

TABELA 7 — COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia venulosa
DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA

TEMPO DE INg:ECE COMPOSTO PORCENTAGOEM

RETENCAO KOVATS RELATIVA %
23,613 1378 a-Ylangeno 3,22
23,235 1382 B-Elemeno 4,84
24033 1385 B-cariofileno 6,12
25.131 1388 a-Cubebene 0.88
25,435 1396 Cyclosativene 1,02
25,852 1431 (E)-Cariofileno 0,74
25,907 1450 Allo-aromadendreno 0,66
26,288 1456 Sibirene 0,97
26.334 1384 a-Copaene 1,5
26,553 1443 a-Humeleno 0,53
26,717 1452 9-epi-(E)-Cariofileno 1,09
26.874 1456 B-Cubebene 1,03
28.165 1486 B-Caryophyllene 6,12
28,166 1502 Germacreno-B 13,77

FONTE: O autor (2019).
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TABELA 7 — COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia venulosa
DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA (continuacéo)

29.396 1556 (+)-Epibicyclosesquipelandene 1,2
29.814 1466 (+)-Aromadendrene 0,93
28,493 1508 0-Amorfeno 2,37
28,653 1520 a-Calacoreno 1,09
30,269 1526 B-Costol 1,76
31.308 1542 Elixene 1,89
31,346 1568 Spathulenol 1,53
32.251 1558 Cadinene 1,68
32,602 1580 Oxido de cariofileno 16,23
32,766 1621 Amorpha-4,7(11)-dieno-2-a-hidréxi 1,77
32,833 1601 Ledol 2,76
33,222 1644 a-Muurolol 3,12
33,439 1639 Espatulenol 3,33
34,819 1656 Cariofileno -14-hidroxi-9-epi-(E) 1,55
35,778 1671 a-Eudesmol-10-Epi 0,63
35.762 1677 Humulene Epoxide Il 1,23
36,127 1683 Mustakone 1,04
37,371 1717 Nootkatol 0,83

FONTE: O autor (2019).

Através da analise de CG/EM foram detectados 39 compostos, e dentre
estes, 32 foram identificados totalizando 82,05% dos componentes presentes no
Oleo esséncial de Myrcia venulosa.

Segundo Rosa e colaboradores (2016) alguns autores destacam que o
polimorfismo quimico de dleos essenciais pode estar relacionado a influéncia de
fatores ambientais, tais como temperatura, umidade, duragao e intensidade das
radiacdes solares; fatores edaficos e variabilidade genética.

O processo de secagem de plantas produtoras de 6leos essenciais deve
ser criterioso devido a volatilidade dos constituintes quimicos que compdem
estes Oleos. Portanto diferentes metodologias de secagem da planta podem
apresentar diferenca no teor do 6leo essencial analisado (OLIVEIRA, at al., 2016)

Machado et at (2013) descreve que o processo de secagem de Piper

hispidinervum levou a alteragdo na composi¢ao quimica de monoterpenos e
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sesquiterpenos do oleo essencial, demonstrando que a concentragao de alguns
constituintes diminuia enquanto de outros aumentava.

Os componentes marjoritarios encontrados no 6leo essencial foram
Germacreno-B (13,77), 6xido de cariofileno (16,23%) e B-cariofilen(6,12%) cuja

estruturas esta representada na FIGURA 13.

FIGURA 13 - ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS MARJORITARIOS
PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia venulosa.
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Germacreno-B Oxido de cariofileno B-cariofilen
FONTE: O autor (2019).

O Germacreno- B aparece como constituinte principal na espécie Myrcia
alagoensis O.Berg com 26.7% presente em folhas frescas e 23.1% em folhas
secas (SILVA et al., 2013) . Outra espécie que também se destaca pela presenca
desse componente € a Myrcia amazonica DC com 9.59% do dleo presente na
folha fresca e 11,09% na folha seca (CALAO 2014).

Estes estudos evidenciam a diferenca de Germacreno- B encontrada em
espécies de Myrcia em diferentes tipos de materiais estudados, ressaltando que
a composigao dos oleos pode variar em relagdo as metodologias de estudos.

O Oxido de cariofileno foi o componente principal encontrado em espécies
de Myrcia arborescens (26,3%) (LIMBERGER, 2004), Myrcia Pubiflora (22,16%)
(ANDRADE, 2012) Myrcia Sylvatica (16,6%) (ZOGHBI, 2013).

O B-Caryophyllene foi o principal componte encontrado na M. Cuprea
39.1% (ZOGHBI, 2013). e M. Splendens 23,08% (JIMENEZ, 2012).

Quintans-junior et al,. (2011) escreve que varios constituintes dos 6leos
essenciais de Myrcia mostram atividades que poderiam contribuir para as

propriedades biologicas, porém a influéncia sinérgica e antagonista dos varios



73

componentes deve ser considerada. Entre eles o [p-caryophyllene como

componente antimicrobiano.

4.5 ANALISE FITOQUIMICA: EXTRATO BRUTO E FRACOES

4.5.1 Preparo do extrato bruto e determinacdo do teor de sélidos das partes

aéreas

Os extratos brutos de folhas e de galhos de Myrcia hatschbachii foram
realizados através do aparelho Soxhlet modificado utilizando etanol 96°GL como
solvente extrator.

A extracao das folhas e galhos foi realizada em 2 etapas e a de galhos,
devido a quantidade de material vegetal triturado ser superior a capacidade do
Soxhlet. Apds todas as extragdes serem realizadas, os extratos resultantes das
folhas foram homogeneizados, assim como todos os dos galhos. Para o extrato
bruto a partir das folhas, foram utilizados 1200 g de folhas de planta triturada,
obtendo 7,32 litros de extrato, ja para o extrato bruto a partir dos galhos foram
utilizados 1200 g de galhos de planta triturada, obtendo 6,76 litros de extrato.

A partir do extrato bruto foi realizado a analise de teor de solidos e os

resultados estao apresentados na TABELA 7.

TABELA 7 — RESULTADO DA DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS NOS EXTRATOS
BRUTOS Myrcia venulosa DC

AMOSTRA TEOR DE SOLIDOS % |DESVIO PADRAO %
FOLHAS 0,1282 0,31
CAULE 0,1866 0,28

FONTE: O autor (2019).

O teor de sdlidos permite calcular o rendimento do extrato hidroalcodlico,
ja que sua fase liquida € eliminada. Para o extrato a partir das folhas o
rendimento encontrado foi de 10,67% e para o extrato a partir de galhos foi de
1,97%. ApoOs esta etapa, uma pequena parte de extrato bruto de folhas e galhos

foi separada, e posteriormente evaporada, para a realizacdo das atividades
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bioldgicas. A maioria restante dos extratos foi concentrada em rotaevaporador

para dar sequéncia ao fracionamento.

4.5.2 Preparo das fragoes

A partigao liquido-liquido das fragdes foi realizada separadamente para
folhas e galhos de Myrcia venulosa, em aparelho Soxhlet modificado apés
obtencdo dos extratos brutos. Os solventes utilizados para a obtencdo das
fragdes foram de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila),
até a obtencéao da fragdo hidroalcodlica remanescente.

Na TABELA 8 esta representado a quantidade das fracbes evaporadas,
em grama, e o rendimento em % em relagdo a quantidade de planta seca
utilizada no extrato bruto, a qual foi destinada para o fracionamento (1200g de

galhos secos e 1200g de folhas secas).
TABELA 8 — RENDIMENTO DAS FRACOES EXTRAIDAS POR SOXHLET

PARTE FRACAO MASSA (g) | RENDIMENTO (%)
AEREA
FOLHA Hexano 20,1746 1,48
Cloroférmio 9,2141 0,68
Acetato de etila 36,5664 2,7
Hidroalcodlica 4,8037 0,35
remanescente
GALHOS Hexano 2,578 0,19
Cloroférmio 4,1953 0,3
Acetato de etila 3,2098 0,23
Hidroalcoodlica 7,8324 0,57
remanescente

FONTE: O autor (2019).

A amostra que obteve o maior rendimento foi folha acetato de etila com
massa final de 36,5664 g seguida de folha hexano com massa igual a 20,1746.
Essas amostras de galho hexano e galho acetato de etila foram as amostras com

menor rendimento, sendo 2,578g e 3,2098¢ respectivamente.
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4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O desequilibrio causado pelo estresse oxidativo em sistemas fisiolégicos
esta associado a doengas cardiovasculares, Alzheimer e Parkinson e disturbios
inflamatorios. Esses mecanismos geralmente envolvem alteragdes oxidativas
em moléculas consideradas criticas (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007).

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcodlico e das fragbes das
folhas, assim como, do extrato hidroalcodlico e fracbes das cascas e caule foi
determinada por duas metodologias: 0 método do fosfomolibdénio e o método
do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH).

O presente estudo empregou mais de um método para avaliagédo da
atividade antioxidante, pois deve ser levado em conta a complexo arranjo
quimico dos extratos vegetais e a complexidade dos processos de oxidagéo dos
sistemas antioxidantes (CHOU et al., 2013; CAMPOS; FRASSON, 2012).

Para que ocorra atividade antioxidante € necessario a reatividade quimica
do antioxidante, assim como sitio alostérico na reacao, interagdo com outros
componentes e condicdes ambientais. E improvavel que apenas uma
metodologia de avaliacao antioxidante seja eficaz na representacgao da atividade
do composto, pois devem ser considerados diversos tipos de radicais em
diferentes alvos de oxidacao (ALVES et al., 2010).

4.6.1 Formacgao do complexo fosfomolibdenio

Nesta metodologia, a capacidade antioxidante da amostra pode ser
visualizada através da mudancga da coloragdo do meio reacional para uma
solucao esverdeada, que ocorre devido a redugao do molibdénio VI a molibdénio
V em pH &cido.

Os resultados sao apresentados nas TABELAS 9, TABELA 10 E TABELA
11.
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TABELA 9 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA FORMAGCAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO DAS AMOSTRAS COMPARADAS AO BHT

AMOSTRA AAR% (BHT) £ DP CLASSIFICACAO DO
TESTE DE TUKEY
EBF 97,62 £1,78 a7 ar
FFH 80,85+ 1,75 a5 as
FFC 44,07 +2,15 a2 a2
FFA 111,62 + 1,52 a8 a8
FFR 103,55 + 2,67 a7 ar
OE 143,55 + 1,31 a9 a9
EBG 73,04 £ 0,71 a4 a4
FGH 54,23 £ 0,91 a3 a3
FGC 35,57 £ 2,88 a1 al
FGA 93,18 £ 2,19 a6 a6
FGR 88,48 + 0,07 a6 a6
BHT 100 a7 ar

FONTE: O autor (2019)

NOTA1: Concentragéo letal (CL), Intervalo de confianga (IC), Extrato bruto folha (EBF), Fracao
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fragéo folha acetato de etila (FFA), Fragéao
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragao galho hexano (FGH), Fragao galho
cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fragéo galho remanescente (FGR), Oleo
essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.
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TABELA 10 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA FORMAGCAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO DAS AMOSTRAS COMPARADAS A RUTINA

AMOSTRA AAR% (Rutina) + DP CLASSIFICACAO DO
TESTE DE TUKEY
EBF 112,35+ 0,98 a5
FFH 88,75+ 2,35 a3
FFC 60,21 + 1,45 al
FFA 180,85 + 1,65 a8
AFR 172,65 £ 0,64 a8
OE 196,95 £ 1,05 a9
EBG 131,13 +1,87 a6
FGH 112,33 £ 0,46 a5
FGC 95,02 + 2,61 a3
FGA 160,99 £ 2,70 a7
FGR 144,73 £ 0,21 a7
Rutina 100 a4

FONTE: O autor (2019)

NOTA1: Concentragéo letal (CL), Intervalo de confianga (IC), Extrato bruto folha (EBF), Fracao
folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragédo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fragao galho
cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fracéo galho remanescente (FGR), Oleo
essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.
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TABELA 11 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA FORMAQAQ DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO DAS AMOSTRAS COMPARADAS A VITAMINA C

CLASSIFICACAO DO
AMOSTRA AAR% (Vit. C) + DP TESTE DE TUKEY

EBF 22,44 + 0,97 as

FFH 15,40 + 0,81 a2

FFC 8,85 * 3,56 al

FFA 48,40 + 0,86 ar

AFR 37,55 £ 0,54 a3

OE 62,70 £ 1,46 a8

EBG 27,95 £ 0,98 a4

FGH 14,06 + 0,08 a2

FGC 5,82 + 2,21 al

FGA 41,88 + 1,29 a6

FGR 36,35 + 1,68 a3
Vit. C 100 a9

FONTE: O autor (2019)

NOTA1: Concentragéo letal (CL), Intervalo de confianga (IC), Extrato bruto folha (EBF), Fracao
folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragao galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fragéo galho remanescente (FGR), Oleo
essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.

A metodologia do fosfomolibdénio permite avaliar dois mecanismos
presentes na amostra: 1° Mecanismo redox, substancias que possuem a
habilidade de doar um par de elétrons, que sdo os compostos com anéis
fendlicos contendo duplas ligagbes; 2° Mecanismo radicalar, substancias que
conseguem doar um elétron ou um hidrogénio, ou seja, compostos com
hidroxilas disponiveis, podem provocar a redugdo do complexo do
fosfomolibdénio (MALINOWSKI, 2010).

De acordo com os resultados, todas as amostras testadas, demonstraram
atividade antioxidante por reducao do complexo fosfomolibdénio. As amostras
demonstraram menor atividade antioxidante em relagdo ao acido ascérbico, do

que para a rutina e BHT. No entanto pelo fato da rutina ser um flavonoide e
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estruturalmente se aproximar mais das amostras testadas do que o acido
ascorbico traz um comparativo melhor nessa atividade.

O Odleo essencial foi a amostra que apresentou melhor atividade
antioxidante, obtendo resultados expressivos: 196,95% frente a Rutina, frente ao
143,55% BHT e 62,70% frente ao Acido ascérbico, demonstrando assim a
aplicabilidade do 6leo para a atividade testada.

A correlagao das espécies “Myrcias” com a atividade antioxidante € bem
documentada em literatura, o 6leo essencial de folhas de Myrcia amazonica
apresentou maior atividade antioxidante que o BHT (CALAO et al, 2014), as
fragdes acetato de etila e butanol da folha de Myrcia splendens, demonstraram
grande atividade antioxidante e capacidade de quelar metais pesados
(MORESCO et al., 2011) , 6leo esséncia de Myrcia oblongata apresentou
atividade antioxidante e repelente na concentracado de 7,000 mg/ml (SANTANA
et al., 2018).

Quando comparadas ao padrao rutina apenas trés amostras: fragao
folna hexano, fragdo folha cloroférmio e fracdo galho cloroférmio tiveram
resultados estatisticamente menores que a rutina. As demais amostras
apresentaram resultados similares e até maiores que o padrao testado.

Embora os resultados em relagdo ao Acido ascérbico tenham sido
menores do que os obtidos em comparagcdo a Rutina e BHT, a fracdo folha
acetato de etila demonstrou bom resultado, com 48,40%, evidenciando atividade
melhor apenas que o padréo e o 6leo essencial.

O GRAFICO 1, GRAFICO 2 e GRAFICO 3 apresentam os resultados do
ensaio antioxidante pelo método do fosfomolibdénio, onde a barra em preto

representa a amostra de Myrcia venulosa com melhor atividade frente ao padrao.
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GRAFICO 1 CAPACIDADE DE FORMAGAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DAS
AMOSTRAS COMPARADAS AO BHT
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FONTE: O autor (2019).

NOTAA1: Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC),
Fragéao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fracdo galho hexano (FGH), Fracdo galho cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila
(FGA), Fragao galho remanescente (FGR), Oleo essencial (OE).

GRAFICO 2 CAPACIDADE DE FORMAGAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DAS
AMOSTRAS COMPARADAS A RUTINA
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FONTE: O autor (2019).

NOTAA1: Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC),
Fragéao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fracdo galho hexano (FGH), Fragcdo galho cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila
(FGA), Fragao galho remanescente (FGR), Oleo essencial (OE).
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GRAFICO 3 - CAPACIDADE DE FORMAGAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DAS
AMOSTRAS COMPARADAS A Vit. C.
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FONTE: O autor (2019).

NOTAA1: Extrato bruto folha (EBF), Fracao folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC),
Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fracdo galho hexano (FGH), Fragdo galho cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila
(FGA), Fragao galho remanescente (FGR), Oleo essencial (OE).

4.6.2 Reducéo do radical DPPH

O DPPH é proposto como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizagdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizagao confere a esta molécula uma coloracéo violeta, caracterizada por
uma banda de absorgéo em etanol em cerca de 520 nm.17 (ALVES et al., 2010).

Determinadas substancias possuem a capacidade de sequestrar o radical
livre DPPH, doando para ele um atomo de hidrogénio, e consequentemente
reduzindo-o a hidrazina (coloragdo amarela). Quando uma determinada
substancia que age como doador de atomos de hidrogénio é adicionada a uma
solucaéo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanga simultanea na coloragao
de violeta a amarelo palido (ALVES et al., 2010).

Dessa forma ocorre a mudanca simultdnea na coloracdo de violeta a
amarelo palido com consequente desaparecimento da absor¢ao, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de DPPH" remanescente no meio reacional
(MOLYNEUX, 2004).
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A avaliagao do potencial antioxidante por este método é determinada em
amostras que demonstraram ter capacidade de reduzir 50% do DPPH- presente,
determinando por regressao linear (MOLYNEUX, 2004).

Este método e considerado um dos mais faceis, precisos e reprodutivos
na avaliagcdo da atividade antioxidante de compostos que apresentem
flavonoides e terpenoides (ALVES et al., 2010).

A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de DPPH-
remanescente no meio reacional (% de DPPH- que nao foi reduzida a hidrazina).
Para cada amostra e padrao testados foram calculados a ICso por regressao
linear, onde foi plotado um grafico em que a abscissa representa a concentragao
da amostra e a ordenada e a média da atividade antioxidante (AA%) das
amostras de cada concentragao.

O GRAFICOS 4 mostra a curva padréo do Acido ascérbico, o grafico 5
mostra a curva padrdao em relagéo a rutina e o grafico 6 mostra a curva padrao
em relagcdo ao BHT, os graficos respectivos as fracbes de folha e galho se
encontram em ANEXO 2.

GRAFICO 4 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO ACIDO ASCORBICO PELA
REDUGAO DO DPPHe
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FONTE: O autor (2019).
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GRAFICO 5 CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO ACIDO ASCORBICO PELA
REDUGAO DO DPPHe
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FONTE: O autor (2019).

GRAFICO 6 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA RUTINA PELA REDUGAO DO
DPPHe
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FONTE: O autor (2019).
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A TABELA 12 apresenta os resultados do perfil antioxidante pelo método
de reducéo do DPPH

TABELA 12 — RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE AVALIAGAO DAS
PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DA FOLHA e
CAULE DE Myrcia venulosa DC PELO METODO DO RADICAL DPPH

AMOSTRA | IC50 pg/mL £ DP CLASSIFICACAO DO
TESTE DE TUKEY
BHT 10,33 £ 0,05 al
Rutina 7,88 0,02 al
Vit. C 534 +0,2 al
EBF 19,06 + 0,35 a2
FFH 15,56 + 0,14 a2
FFC 87,78 £ 1,71 a6
FFA 6,26 + 1,09 al
FFR 18,43 + 0,05 a2
OE 5,88 + 0,32 al
EBG 37,09 £ 0,41 a4
FGH 55,12 £ 0,27 ad
FGC 120,07 + 0,91 ar
FGA 26,59 + 0,09 a3
FGR 32,12 £ 0,83 a4

FONTE: O autor (2019).

NOTA 1: Desvio Padrao (DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fracéo
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fracéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho remanescente (FGR) e
Oleo essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.

A interacdo de um potencial antioxidante com o DPPH depende,
sobretudo, de sua conformagao estrutural e do numero de grupos hidroxilicos
disponiveis. Entretanto, para a maioria das substancias testadas o mecanismo
parece ser muito mais complexo (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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E importante considerando que a acessibilidade estérica é fator limitante
da reacao, ou seja, moléculas pequenas que tém melhor acesso ao sitio do
radical tendem a apresentar uma maior atividade aparente quando comparada
as moléculas maiores (PRIOR et al., 2015).

As amostras foram comparadas aos padrdes Rutina, BHT e Acido
ascorbico e através dos testes estatisticos de analise de varidncia — Tukey e
Anova — chegou-se em 7 grupos que se diferem entre si das 13 amostras
testadas.

A amostra que apresentou maior resultado foi o 6leo essencial (5,88
pg/mL), apresentando resultado inferior apenas ao acido ascorbico (5,34 pg/mL).

A Fracdo folha acetato de etila apresentou IC50 (6,26 pg/mL),
apresentando valor superior apenas ao acido ascorbico (5,34 ug/mL) e o d6leo
essencial (5,88 yg/mL). Assim, em baixas concentracdes, a fragdo é capaz de
reduzir 50% de DPPH do meio reacional, evidenciando sua relevante atividade
antioxidante.

As fragbes extrato bruto folha (19,06 pg/mL) fragdo folha hexano (15,56
pg/mL) e folha fracdo remanescente (18,43 pg/mL) apresentaram resultado
similar em relagdo ao sequestro do radical DPPH. As demais amostras também
apresentaram atividade antioxidante, no entanto €& necessaria uma maior
concentragdo das mesmas para reduzir 50% da concentragao do radical DPPH-.

Compostos que apresentam interagdes do tipo ligagdo hidrogénio, como
metanol e etanol, favorecem a abstracdo do hidrogénio de forma lenta. Esse
principio também é observado de modo similar aos acidos ou as bases presentes
nos solventes, pois estes podem influenciar o equilibrio de ionizacéo dos fenois.
Propondo-se entdo que esses aspectos afetem a reacdo que envolve a
transferéncia de elétrons ou transferéncia de atomo de hidrogénio no teste
DPPH- (FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004; SANTIAGO, 2015).

Foi observada atividade antioxidante em especimes pertecentes a familia
myrtaceae pelo ensaio de DPPHe, no extrato etandlico das folhas de Eugenia
pyriformis (1,70 ug / mL), seguido dos extratos de Myrcia laruotteana (3,38 ug /
mL) e Myrcia obtecta (6,66 mcg / mL), em comparagao com controles, no ensaio
DPPH ( SALVADOR et al., 2011)
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Estudo publicado por TAKAO e colaboradores (2015) descreve a
atividade antioxidante frente ao metodo de DPPH para as especies de Myrcia
tomentosa (7.46 ug / mL), Myrcia bela (7.73 ug / mL) e Myrcia lingua (7.80 pg /
mL). O autor ainda traga como um dos parametros de comparagao a atividade
antioxidante do cha verde (7.45 ug/mL) e Quercitina (2.99 pg/mL).

Levando-se esses resultados em consideracao € possivel concluir que a
fracao folha acetato de etila e o dleo essencial de Myrcia venulosa apresentam
atividade antioxidante superior quando compadradas com amostras de outras
espécies de Myrcia bela ,Myrcia lingua e Myrcia obtecta, porém inferiores em
relacéo a Myrcia laruotteana.

Os extratos etandlicos das folhas de Myrcia laruotteana, Myrcia obtecta
(SALVADOR et al., 2011), Myrcia splendens e Myrcia palustris (LUCAS et al.,
2011) apresentaram efeitos antioxidantes nos ensaios de DPPH superiores aos
padroes testados.

Plantas com antioxidantes tém efeitos beneficos sobre a saide humana,
estando essa atividade geralmente relacionada a compostos fenolicos (SHIN et
al., 2015). Os resultados do dosemaente de fenois totais e flavonoides serdo
discutidos posteriormente nesse trabalho.

O GRAFICO 7 mostra os resultados, onde o melhor resultado frente a

comparacgao dos padrdes aparece em preto.
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GRAFICO 7 - CAPACIDADE DE SEQUESTRAR O RADICAL LIVRE DPPH DE EXTRATOS
BRUTOS, FRACOES, OLEO ESSENCIAL E PADROES
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FONTE: O autor (2019).

NOTA 1: Desvio Padréo (DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragédo
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragdo galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fracao galho acetato de etila (FGA), Fracado galho remanescente (FGR).

4.7 DETERMINACAO DO TEOR FENOLICA

4.7.1 Determinacgédo de fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo produtos aromaticos do metabolismo
secundario dos vegetais. Por serem sintetizados durante as fases de
desenvolvimento e em condicbes de estresse, sado essenciais no
desenvolvimento e reprodugcdo, na promocdo de agao antipatogénica nas
plantas, na producdo de pigmentacgéo, na sintese de lignina e na formacao de
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos vegetais (SOUSA, 2009). Além
disso, os perfis fenolicos podem representar uma instrumento de controle de
qualidade sobre a origem botanica das plantas preparagdes medicinais, como a
adulteracdes (TAKAO et al., 2015)

Dentro do grupo dos fendlicos encontram-se os compostos fendis simples,
acidos fendlicos (benzoico e derivados do acido cinamico), flavonoides, taninos

hidrolisaveis e condensados, cumarinas, estilbenos, lignanas e ligninas, os quais
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se encontram na natureza em pequena ou grande escala, sendo os flavonoides
e derivados e os acidos fendlicos de grande escala (PRADO, 2009).

O teor de fenois totais foi determinado em miligramas de acido galico por
grama da amostra com a utlizagdo da curva de calibragdo com o seguinte
resultado: y=0,0126x +0,0019; R?= 0,9971

A TABELA 13 apresenta os resultados da determinacao de fenois totais.

TABELA 13 — TEOR DE COMPOSTOS FENOLICO§ TOTAIS (EQUIVALENTES EM ACIDO
GALICO -EAG) NOS EXTRATOS BRUTOS, FACOES E OLEO ESSENCIAL EM Myrcia

Vanulosa.
Amostra totas (mg EAGI de |  CHASSIFICAGAO DO
amostra) £ DP
EBF 36,67 + 0,22 a3
FFH 29,07 + 0,53 a4
FFC 18,92 + 0,90 as
FFA 51,15+ 0,17 a2
FFR 38,45+ 0,27 a2
OE 57,17 + 0,84 af
EBG 28,81 + 0,53 a4
FGH 20,12 + 0,71 as
FGC 13,92 + 0,90 ab
FGA 30,67 + 0,42 a4
FGR 29,67 + 0,51 a4

FONTE: O autor (2019).

NOTA 1: Desvio Padrao (DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragao
folha hexano (FFH), Fragéo folha cloroférmio (FFC), Fragéo folha acetato de etila (FFA), Fragao
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracdo galho hexano (FGH), Fragédo galho
cloroférmio (FGC), Fragao galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho remanescente (FGR) e
Oleo essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.
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Segundo Alothman e colaboradores (2009) deve ser levado em conta a
polaridade do solvente e solubilidade do composto no mesmo. Resaltando que
os procedimentos de extracao apresentam variagcdes de tempo e temperatura,
acarretando em diferenca de quantificagdes precisas do teor e capacidade
antioxidante do composto, bem como no tipo de composto fendlico extraido.

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fendlicos vem sendo estudados, pois ja apresentaram
capacidade de inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro
(SOARES, 2002).

A relacao entre os fendis totais e a atividade antioxidante pode depender
de fatores como método escolhido e também das caracteristicas hidrofébicas ou
hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes testados (OLIVEIRA et al. 2011).
Porém, para que os resultados sejam considerados antioxidantes é necessario
que mesmo presentes em baixas concentracdes apresentem a capacidade de
impedir, retardar ou prevenir a auto-oxidagdo ou oxidagao promovidas pelos
radicais livres (SOUSA, 2009).

As concentragdes de fendis totais acima de 50 mg.EAG/g sé&o
consideradas altas e entre 50 mg.EAG/g e 30 mg.EAG/g intermediarias (CHEW
et al.,, 2011). Portanto as amostras que apresentaram melhor resultado foram
fracdo folha acetato (53,15 mg.EAG/g) e d6leo essencial (57,17 mg.EAG/g),
sendo considerando também como as amostras que melhor apresentem
resultado antioxidante frente aos testes de DPPH e formac&o do complexo
fosfomolibdenio.

Em contrapartida as amostras fragao galho cloroféormio (13,92 mg.EAG/g)
e fracao folha cloroformio (18,92 mg.EAG/g) apresentaram os menores teores
de fendis totais, assim como menor capacidade antioxidante.

A correlagdo entre fendis e atividade antioxidante na espécie das
Myrtaceae ja € descrita na literatura como exemplo podem ser citados os
espécimes de Eugenia brasiliensis e Eugenia beaurepaireana, onde foi
constatado significante relagdo entre a atividade antioxidante e o conteudo de
fendlicos, indicando que estes compostos s&o os principais contribuintes para as

propriedades antioxidantes nestas plantas (MAGINA et al., 2010).
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O GRAFICO 8 apresenta o teor dos compostos fendlicos totais nos
extratos brutos, facbes e 6leo essencial em Myrcia vanulosa, sendo o melhor

resultado destacado em preto.

GRAEICO 8 - TEOR DOS COMPOSTOS FENOLICONS TOTAIS (EQUIVALENTES EM ACIDO
GALICO -EAG) NOS EXTRATOS BRUTOS, FACOES E OLEO ESSENCIAL EM Myrcia
Vanulosa.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA 1: Desvio Padrao (DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragcéo
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragcéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fragao galho
cloroférmio (FGC), Fragao galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho remanescente (FGR) e
Oleo essencial (OE).

4.7.2 Quantificagado de flavonoides

Os estudos quimicos relativos aos compostos nao volateis identificados a
partir das espécies de Myrcia descrevem principalmente o isolamento de
glucésidos de flavonol. Juntamente com flavonoides, terpenoides, acidos
organicos e acetofenonas (CASCAES et al., 2015).

A estrutura conformacional influencia diretamente nas propriedades
bioativas do metabolito secundario da planta, por exemplo, a atividade
antioxidante € maior em flavonoides que possuem grupos hidroxila vizinhos em
seu anel C fenil (JUNQUEIRA-GONCALVES et al., 2015).

A TABELA 14 mostra o resultado da quantificacdo de flavonoides.
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TABELA 14 - QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS (EQUIVALENTES EM
CATEQUINA/MG) NOS EXTRATOS BRUTOS E FACOES EM Myrcia Vanulosa.

Equivalente de ;
catequina/mg pelo CLASSIFICACAO DO TESTE DE
Amostra :
equivalente em g na TUKEY
amostra
EBF 24,72 £ 0,09 a4
FFH 18,68 + 0,41 a3
FFC 08,02 £ 0,7 at
FFA 31,08 £ 0,67 ab
FFR 19,05+ 0,34 a3
EBG 16,81 + 1,03 a2
FGH 11,89 + 0,91 a2
FGC 05,04 + 1,88 at
FGA 14,08 + 0,09 a2
FGR 19,21 £ 0,69 a3

FONTE: O autor (2019).

NOTA 1: Desvio Padrao (DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragao
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fracéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho remanescente (FGR) e
Oleo essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.

As amostras que apresentaram melhor resultado foram fragdo folha
acetato (31,08 catequina/mg) e extrato bruto folha (24,72 catequina/mg), sendo
considerando também como as amostras que melhor apresentem resultado
antioxidante frente aos testes de DPPH e formagdo do complexo

fosfomolibdenio.
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E possivel estabelecer uma relacdo entre o teor defendis totais e
flavonoides quando analisamos os resultados da dosagem de flavonoides das
amostras fragdo galho cloroférmio (05,04 catequina/mg) e fracdo folha
cloroféormio (08,02 catequina/mg), pois neste teste eles também apresentaram
os menores valores do doseamento, bem como menor poder antioxidativo frente
aos testes de DPPH e formacéo do complexo fosfomolibdenio.

Flavonoides apresentam atividade antioxidante pelo fato de serem
quelantes de metais, neutralizarem espécies oxidantes como o anion superoxido
(O2*) e atuarem em sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C
e E. Essa atividade antioxidante também esta ligada a inibicdo de enzimas ciclo,
lipoxigenase, NADPHoxidade, xantina-oxidase e fosfolipase, e estimulagdo de
enzimas com atividade antioxidante como a catalase e a superéxidodismutase
(SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Estudos com Myrcia rostrata e Myrcia Tomentosa, que apresentam
atividade antioxidante, mostraram que o teor de flavonoides € influenciado por
fatores ambientais como micronutrientes do solo, pluviosidade e pH ( BORGES
et al, 2013; SANTOS; RODRIGUES, 2017). Portanto a Myrcia venulosa pode
apresentar teor de flavonoides e capacidade antioxidante variante no decorrer
do ano e em outras regides onde € encontrada.

O grafico 9 apresenta o teor de flavonoides totais (equivalentes em
catequina/mg) nos extratos brutos e fagdes em Myrcia vanulosa, sendo o melhor
resultado destacado na cor preta.
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GRAFICO 9 - TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (EQUIVALENTES EM CATEQUINA/MG)
NOS EXTRATOS BRUTOS E FACOES EM Myrcia Vanulosa.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA 1: Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha hexano (FFH), Fragéo folha cloroférmio (FFC),
Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragado folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fragéo galho hexano (FGH), Fragdo galho cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila
(FGA) e Fragao galho remanescente (FGR).

4.8 ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.8.1 Toxicidade preliminar in vitro

O teste de toxicidade preliminar in vitro foi realizado frente a Artemia
salina, para extratos brutos, fragcdes e 6leo essencial, pois a possibilidade de se
prever uma atividade especifica de uma determinada substancia a partir de um
bioensaio geral facilita o direcionamento de estudos futuros (ROSA et al., 2016)

A Artemia salina € um organismo animal com baixa complexidade e pode
ser considerado um parametro de monitoramento relevante para o
funcionamento dos extratos, pois compostos bioativos em doses elevadas quase
sempre sao toxicos (LHULLIER, HORTA, FALKENBERG, 2006). Os ensaios de
letalidade funcionam como teste preliminar para toxicologia, podendo-se obter a
concentracao letal mediana (CL50), que indica a morte em metade de uma
amostra (BEDNARCZUK, 2010).

A Artemia salina € um microcrustaceo utilizado na alimentagao de peixes
e € bastante empregado em estudos (ALVES et al. 2000), sendo ainda possivel
indicar acgdes biolégicas como anticancerigena, inseticida, moluscicida e
antifungica (LUNA, 2005).
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Segundo Meyer e colaboradores (1982), amostras que apresentam CL50
<1000 pug/mL podem ser consideradas como toxicas. Porém, uma relagao entre
o grau de toxicidade e CL50 foi descrita por Amarante e colaboradores (2011),
apresenta uma classificagdo melhor delimitada: considera-se baixa toxicidade
quando a concentragao letal 50% (CL50) for superior a 500 pg/mL; moderada
para CL50 entre 100 a 500 pg/mL e muito toxico quando a CL50 for inferior 100
Mg/mL.

A TABELA 15 apresenta os resultados referente a toxicidade preliminar

nos extratos e 6leo essencial.

TABELA 15 - TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E OLEO ESSENCIAL DE
Myrcia venulosa EM Artemia salina

CL50 IC CL90 IC 95
AMOSTRA | pg/mL Mg/mL Mg/mL Mg/mL
90,52 —
SQ 120,03 159,02 457,14 376,05 - 921,74
EBF >1000 >1000
FFH >1000 >1000
FFC >1000 >1000
513,23-
FFA
679,25 828,24 >1000
AFR >1000 >1000
235,76-
OE
372,28 489,72 895,88 680,51-1050,09
EBG >1000 >1000
FGH >1000 >1000
FGC >1000 >1000
780,51-
FGA
953,09 1205-09 >1000
FGR >1000 >1000

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Concentragdo letal (CL), Intervalo de confianga (IC), Extrato bruto folha (EBF), Fracdo
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fracéo galho remanescente (FGR), Oleo
essencial (OE), (SQ) Sulfato de quinidina.
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Segundo a classificagdo de proposta por Amarante e colaboradores
(2011) o Oleo essencial (372,28 pg/mL) apresenta toxicidade moderada
enquanto a fragcao folha acetato de etila (679,25 ug/mL) e galho acetato de etila
(953,09 ug/mL) apresentam toxicidade baixa. Todas as outras amostras a
apresentam toxicidade acima de 1000 pyg/mL.

O extrato aquoso de Myrcia sylvatica (DLso =213,79 pug/ml) foi
considerado moderadamente téxico e o 6leo essencial mostrou-se altamente
toxico (DLso = 38,1 ug/ml) (BATISTA et al.,, 2010). Outro estudo com Myrcia
sylvatica apresentou resultado de toxicidade CL50 de 79,44 ug/mL, sendo
considerado altamente téxico (ROSA et al., 2016). Ambos os estudos salientam
a alta toxicidade do 6Oleo essencial da espécie de Myrcia sylvatica, porém com
diferengas encontradas nos resultados finais.

A amostra de Batista e colaboradores (2010) foi colida em Santarém -
Para e a amostra de Rosa e colaboradores (2016) foi coletada no Parque
Nacional da Chapada das Mesas, no municipio de Carolina (MA) evidenciando
as diferencgas no potencial toxico da uma mesma espécie em diferentes regides.

Outra espécie analisada frente a toxicidade por Artemia salina foi a
Myrcia myrtifolia, cujo 6leo essencial apresentou CL50 de 479,16 ug/mL,
(CERQUEIRA et al., 2007).

Os trabalhos apresentados por Rosa e colaboradores (2016) e
Cerqueira e colaboradores (2007) sugerem que a atividade toxicolégica € um
indicativo de potencial atividade antimicrobiano. Os resultados antimicrobianos

da Myrcia venulosa serao discutidos posteriormente nesse trabalho.

4 8.2 Atividade hemolitica

O ensaio de hemolise in vitro, realizado para extratos brutos e fracdes de
folhas e galhos e 6leo essencial de folhas, e um teste de triagem de toxicidade,
pois podemos avaliar a agdo da amostra sobre o rompimento de eritrécitos. A
porcentagem de hemolise foi calculada frente ao Triton 1% e apresentados na
TABELA 16 e TABELA 17 (MURADOR; DEFFUNE, 2007).
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O teste da hemodlise é preconizado pela OMS no seu manual de controle
de qualidade de produtos vegetais (1998), e também é encontrado como parte
dos ensaios toxicolégicos recomendados no Guia para Avaliagdo da Seguranca
de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2003).

TABELA 16 - AVALIAQAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS BRUTOS,
FRACOES DA FOLHA E OLEO ESSENCIAL Myrcia venulosa DC

Amostras CONCENTRACAO | %HEMOLISE DA CLASSIFICACAO DO TESTE
ug/mL FOLHA t DP DE TUKEY
Controle Triton 1% 100% a7
100 17,30+0,10 a3
EBE 200 23,09+0,19 ad
500 30,98 £ 0,25 a5
1000 36,50+ 0,49 a5
100 4,04 £0,13 al
FEH 200 8,98 + 0,09 al
500 12,04 £ 0,37 a2
1000 20,33+0,38 a3
100 2,33+0,08 al
FEC 200 4,88 £ 0,98 al
500 7,69 £ 0,45 al
1000 12,04 + 0,54 a2
100 7,88 +0,17 al
FEA 200 15,76 £ 0,87 a2
500 20,12+0,21 a3
1000 27,45+ 0,02 ad
100 12,88 +0,14 a2
200 17,76 £ 0,24 a2
FR 500 20,12 £ 0,65 a3
1000 28,98 + 0,09 ad
100 15,80 £0,93 a2
OF 200 32,04+1,12 a5
500 44,90+ 1,90 ab
1000 57,46 + 1,77 ab

FONTE: O autor (2019).
NOTA 1: Desvio Padrao (DP), Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha hexano (FFH), Fragao folha
cloroférmio (FFC), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Oleo
essencial (OE).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.
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TABELA 17 — AVALIAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS BRUTOS,

FRACOES DO GALHON DE Myrcia venulosa DC

Amostras CONCENTRACAO | % HEMOLISE DA CLASSIFICACAO DO TESTE
pg/mL GALHO + DP DE TUKEY
Controle Triton 1% 100% a7
100 6,20+ 0,31 a2
200 10,03 + 0,20 a2
EBG
500 13,78 +0,15 a3
1000 16,01 £+ 0,28 a4
100 1,04 +£0,08 al
200 + 1
FGH 1,98 +0,19 a
500 2,12 +£0,87 al
1000 2,50 £ 0,05 al
100 0,99 +0,14 al
200 1,08 +0,68 al
FGC
500 1,89+ 0,75 al
1000 1,93+0,52 al
100 3,19+0,72 al
200 7,05+ 0,07 a2
FGA
500 12,80+ 0,23 a3
1000 23,45+0,42 a5
100 7,78+ 0,14 a2
200 12,66 + 0,24 a3
FGR
500 14,02 + 0,65 a4
1000 18,88 + 0,09 a5

FONTE: O autor (2019).

NOTA 1: Desvio Padréo (DP), Extrato bruto galho (EBG), Fracdo galho hexano (FGH), Fracao
galho cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA) e Fragdo galho remanescente
(FGR).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si, pelo teste de Tukey.

A atividade hemolitica in vitro pode ser considerada um bom teste
preliminar de toxicidade de extratos e fragdes vegetais visto que através da
avaliagdo da estabilidade mecanica da membrana do eritrécito de carneiro
podemos caracterizar os danos que o composto provoca (hemdlise) e
correlacionar a toxicidade dos extratos ou fragcbes com potencial de atividade
terapéutica (MURADOR; DEFFUNE, 2007).

Os resultados encontrados neste teste conduzem a uma avaliagao

preliminar e complementar da toxicidade dos extratos, fragcbes e do dleo
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essencial de Myrcia venulosa. Este dado € relevante, pois a presenca de
toxicidade restringe a sua utilizac&o, sendo entdo necessaria a determinagao da
dose letal (DL50) para o seu uso.

A hemolise refere-se a lise ou ruptura das membranas das hemacias
permitindo a liberagdo da hemoglobina para o plasma, tendo como consequéncia
a hemoglobinemia (CARVALHO et al., 2007).

A hemdlise pode ocorrer como consequéncia de substancias ou
compostos utilizados como medicamentos ou presentes nas plantas (PAULA et
al., 2014). Desta forma, resultados positivos obtidos nestes modelos com o
extrato, fracbes e o6leo essencial das folhas de Myrcia venulosa confirmam
toxicidade para membrana do eritrécito no modelo utilizado.

Analisando as tabelas € possivel concluir que a amostra que mais resultou
em atividade hemolitica foi o éleo essencial (57,46%) na concentragéo de 1000
pg/mL. Esse resultado corrobora com os dados encontrados frente ao teste de
toxicidade preliminar em Artemia salina, onde a amostra do 6leo também se
mostrou mais toxica.

Segundo Bakkali e colaboradores (2008) a lipofilidade dos componentes
presentes no Oleo essencial sdo os responsaveis pela atividade hemolitica, pois
a membrana eritrocitaria compreende uma dupla camada lipidica, sendo
constituida por proteinas integrais e carboidratos. Essa composigao lipidica
favorece a interacdo do eritrécito com os compostos lipofilicos dos o6leos
essenciais, tornando-a mais permeavel e promovendo sua hemdlise. Entretanto
os compostos de carater ndo lipofilico podem interagir com proteinas da
membrana.

Em relacdo aos extratos foi observado que o extrato bruto folha
apresentou a maior porcentagem de hemdlise nas concentragées 500 ug/mL
(30,98%) e 1000 pg/mL (36,50%) e a fragdo galho hexano apresentou os
menores resultados nas concentragdes de 100 ug/mL (0,99%) juntamente com
a fracao galho hexano 100 ug/mL (1,04%).

Santiago (2015) relata ocorréncia de hemodlise em meio sélido nas
amostras de Oleos essenciais das folhas e frutos de Myrcia alternifolia nas
concentragdes de 200 e 400 pyg mL-1, enquanto os oleos obtidos das folhas e

frutos de Myrcia quinquenervia nao promoveram a formagao de halos no meio
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Os resultados estdo apresentados no GRAFICO 10 e GRAFICO 11 para

melhor visualizacao.

GRAFICO 10 - CAPACIDADE HEMOLITICA DAS AMOSTRAS DE FOLHA E OLEO
ESSENCIAL COMPARADAS AO TRITON 1%
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Extrato bruto folha (EBF), Fragédo folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC),

Fracdo folha acetato de etila (FFA), Fracdo folha remanescente (FFR), Oleo essencial (OE) nas
concentragdes de 250, 500, 750 e 1000 pg/mL.

GRAFICO 11 - CAPACIDADE HEMOLITICA DAS AMOSTRAS DE GALHO COMPARADAS AO

TRITON 1%
o
< S
T
<
<
S
=
-
(@]
s
w
T
w [Tp]
2 o ~ ]
5 21518 o N8 8
E S M= n | © NS
= g - T 8% mwgsadga Sy
II‘_.‘—TNNO‘_;‘—THM I II
| A D I ol Il Bl B D I 1
o\o Q O 0O 0 0 0 0 0 09 0 0 0 09 89 09 0O 0O 0O O 9O
$'\, . NQ@ ,\/Q(’)(’)Q '\,QQQ\ NQQ\,»QQ\%Q \/QQQ\’QQ’I’Q Q%QQ ,\(Qv qu/g V%QVNQQ\\QQ:\’QQ\%QQ\NQ
o
FEEILECLLRECECLELELELEEEe
& <
AMOSTRAS

FONTE: O autor (2019).

NOTA: Extrato bruto galho (EBG), Fragédo galho hexano (FGH), Fracédo galho cloroférmio (FGC),
Fracao galho acetato de etila (FGA) e Fragao galho remanescente (FGR) nas concentragdes de
250, 500, 750 e 1000 pg/mL.
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4 8.3 Atividade antibacteriana

Apresentaram inibicdo de crescimento baceteriano as seguintes
amostras: extrato bruto folha, fragdo folha acetato, extrato bruto galho e 6leo
essencial para cepas gram positivas. Para as cepas gram negativas foi
evidenciado formacgao de alo inibitério: extrato bruto folha, fragdo folha hexano,
fracao folha acetato de etila, extrato bruto galho, fracao galho remanescente e
Oleo essencial. Apds esses resultados se procedeu a avaliagdo da concentragéo
inibitéria minima (CIM) e os resultados estdo representados na TABELA 18 E

TABELA 19.

TABELA 18 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Myrcia venulosa A PARTIR DO TESTE DE
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PARA CEPAS GRAM POSITIVAS

Microrganismo Gram-positivos

Enterococcus  Streptococcus Staphylococcus Bacillus
faecalis pyogenes aureus subtilis
ATCC 28312 ATCC 18017 ATCC 30850 ATCC 7823

Amostra - - - -
EBF 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL -
FFH - - - -
FFC - - - -
FFA 1000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pyg/mL -
AFR - - - -
OE - 250 pug/mL 100 pg/mL 1000

pMg/mL
EBG 1000 pg/mL - - -
FGH - - - -
FGC - - - -
FGA - - 1000 pg/mL -

FGR - - - -

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Concentragédo letal (CL), Intervalo de confianga (IC), Extrato bruto folha (EBF), Fragao
folha hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragéo
folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragao galho hexano (FGH), Fragao galho
cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA), Fracdo galho remanescente (FGR), Oleo
essencial.
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Tabela 19 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Myrcia venulosa A PARTIR DO TESTE DE
CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PARA CEPAS GRAM NEGATIVAS

Microrganismo Gram-negativos

Salmonella Escherichia Enterobacter Proteus
typhimurium coli aerogenes mirabilis
ATCC 17118 ATCC 24202 ATCC 15089 ATCC 26644
Amostra - - - -
EBF 1000 pg/mL - - 1000 pg/mL
FFH - - - -
FFC - - - -
FFA 1000 pg/mL - - 1000 pg/mL
AFR - - - -
OE 500 pug/mL - 250 pug/mL 1000 pg/mL
EBG 1000 pg/mL - 1000 pg/mL -
FGH - - - -
FGC - - - -
FGA - - - -
FGR 1000 pg/mL - - -

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragéo folha cloroférmio (FFC),
Fracao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fracdo galho hexano (FGH), Fracdo galho cloroférmio (FGC), Fragdo galho acetato de etila
(FGA), Fragao galho remanescente (FGR) e Oleo essencial (OE).

O teste da microdiluicdo em caldo é um método quantitativo,
diferentemente das metodologias de difusdo em disco ou em cavidade e pode
ser utilizado tanto para amostras solluveis em agua quanto para aquelas
lipossoluveis. Com o emprego de microplacas e indicadores quimicos de
crescimento microbiano, conseguiu-se reduzir o excessivo trabalho envolvido na
realizacdo desta técnica, além do consumo de material utilizado (ZACCHINO,
2002). Porém dentre as limitagdes da técnica pode ocorrer precipitagcdo de
compostos presentes em alguns extratos, e a coloragdo do extrato em
concentracao alta que pode interferir na analise e adesao de células de alguns

microorganismos a base do poco (OSTROSKY et al., 2008).
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Os valores obtidos das CIMs foram classificados em bom potencial
inibitorio (até 100 pug/mL); moderada atividade inibitéria (entre 100-500 pg/mL);
fraca atividade inibitoria (entre 500-1000 yg/mL) e inativos (maiores que 1000
pg/mL) (TANAKA et al., 2005; AYRES et al., 2008; SANTOS et al., 2008).

Entre as cepas gram positivas o S. aureus foi a cepa que apresentou
maior grau de inibigao, extrato bruto folha e fragao galho acetato mostraram ser
efetivas nas concentracdes de 1000 pg/mL. O dleo essencial se mostrou mais
efeitvo em relagao a CIM, apresentando igual 100 pg/mL seguido pela fragao
folha acetato 500 pg/mL.

O dleo essencial apresentou atividade moderada (250 pg/mL) em relagéo
ao S. pyogenes, sendo a amostra mais efetiva em relagcao a essa cepa.

Apenas o 6leo essencial foi cepas de exercer atividade inibitéria até 1000
pMg/mL em relagdo ao Bacillus subtilis, as demais amostras apresentaram CIM
superior a esse valor.

Conforme observado na TABELA 18 e TABELA 19, ao avaliar a atividade
antibacteriana dos extratos e fracdes e também do 6leo essencial, foi observado
que ha um potencial inibitério contra micro-organismos gram-positivos e
bactérias gram-negativas, com excegdo a E. coli. Ha sugestdo que os
compostos terpenoides e seus derivados oxigenados apresentem uma inibicao
mais efetiva sobre os micro-organismos gram-positivos que em gram-negativos
(TIWARI et al., 2009)

Em relagédo a cepas gram negativas o 6leo essencial também se mostrou
mais efetivo, resultando em CIM de 500 ug/mL para Salmonella typhimurium,
250 pug/mL para Enterobacter aerogenes e 1000 ug/mL para Proteus mirabilis.

Componentes majoritarios geralmente estdo atrelados a atividade
antimicrobiana na maioria dos 6leos essenciais, mas em alguns estudos, foi
verificado que o oOleo essencial como um todo exibiu uma maior atividade
antimicrobiana do que os compostos majoritarios isolados, indicando que os
compostos minoritarios podem ser criticos para esta atividade, provavelmente
produzindo um efeito sinérgico (KOROCH, JULIANI e ZYGADLO, 2007).

Avaliando os resultados de CIM para as cepas gram negativas pode ser
observado que a melhor atividade esta relacionado a Salmonella typhimurium,

cuja inibicao do crescimento foi observada em extrato bruto folha (1000 pg/mL),
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fracdo folha acetato de etila (1000 ug/mL), extrato bruto galho (1000 pg/mL),
fracdo galho remanescente (1000 pg/mL), além do ja citado 6leo essencial.

As bactérias gram-positivas costumam ser mais susceptiveis a agdo dos
extratos vegetais do que bactérias gram-negativas. Pois, as cepas gram-
negativas apresentam maior resisténcia a agdo de agentes antimicrobianos por
terem uma superficie hidrofilica na membrana rica em lipopolissacarideos, o que
forma uma barreira contra as macromoléculas hidrofébicas presentes em alguns
compostos vegetais e antibidticos (OETTING, 2005; CLEMENTINO et al., 2016)
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5 CONCLUSAO

Com o trabalho realizado no ambito desta dissertagdo incrementou-se o
conhecimento sobre Myrcia venulosa (MYRTACEAE). Pode-se considera-lo
como inédito, uma vez que nao foram encontradas publicacdes sobre a espécie
estudada.

O ensaio sistematico de analise em fitoquimica apresentou resultados
positivos para heterosideos flavonoides, flavonoides e terpenos/ Esteroides,
indicando a possivel atividade antioxidante da Myrcia venulosa.

A atividade antioxidante apresentou resultados nas duas metodologias
empregadas. Na Formagao do complexo fosfomolibdénio o 6leo essencial
apresentou os melhores resultados em relagédo a rutina (196,95%), BHT
(143,55%) e acido ascorbico (62,70%). Em relacdo ao teste do DPPHe A
amostra que apresentou melhor resultado também foi o 6leo essencial (5,88
pg/mL) seguido pela fragcéo folha acetato de etila (6,26 pg/mL). Evidenciando a
atividade antioxidante da Myrcia venulosa por mais um mecanismo antioxidante.

A determinacao de fendlicos totais e quantificagao de flavonoides sustentam
os resultados apresentados pelos testes de formacdo do complexo
fosfomolibdénio e redugao do radical DPPHe, pois compostos com o grupamento
fenol apresentam muitos relatos na literatura de atividade antioxidante.

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina apresentou niveis de toxicidade
baixos nas fragdes de acetato de etila da folha (679,25 ug/mL) e galho (953,09
pg/mL), entretanto o 6leo essencial apresentou resultados de toxidade moderada
(372,28 pg/mL) e maior resultando frente ao teste de hemolise (57,46%), na
concentracao de 1000 ug/mL.

O extrato das folhas e o extrato das cascas e caule apresentaram atividade
antimicrobiana moderada, porém, o Oleo essencial exibiu resultados

promissores, com atividade diante de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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ANEXOS
ANEXO 1 - AUTORIZAQZ\O ADAS ATIVI,DADES DE ACESSO AO
PATRIMONIO GENETICO
SERVIED FUBLICT FEDERAL
MINISTIRIC D0 MEID AMBIENTE

INSTITUTO BRASILEND D0 MEID AMBIENTE | DOS RECURSDYS HATURAL RENOVAVELS

AUTORIZACAD DAS ATIVIDADES DE ACESS0 AO FATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAD CGEN N5,
i DE 27 BE ABRIL DE 2001
N D04

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEILS, credenciodo pelo Conselho de Gestin do Patmménio Genetico
MMA). por meio da Deliberagio CGEN n® 40, de 24 de seembro de 2003, para autorizas
meI, piblica ou privada, que exerga atividade de pesquls ¢ -Iucr!wulﬂm:nlwn s
drens biolégicas e afins, & acessar  amostras de componente do patrimdnio genético pam fmz dli
pesquisa clentifica sem potencial de uso econdmico, suloriza com wnpar na Resoluglio CGEN n
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regulurizagio de atividodes de acesso @0 patrimdnio
gendtico elou w0 conhecimento tradicional assoclada € sua exploraglo econfmica realizadis e
 desacordo com § Medida Proviséria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 ¢ demais nommas, us

 atividades de acesso a0 patriménio genético desenvalvidas pefa:

DADE FEDERAL DO PARANA, CNPUMF o, 75,095 679/0001-44, situada
na Rua XV de Movembxo, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-000, ¢ represemads na pessoa do Reitor
Zski Akel Sobrinho, RG ' 1439.536-0 SSP/PR, CPF n® 359.063.759-53, no dmbito dus

tividades do projeto de pesquisa * Estudo Quimico ¢ Biotigics day Evpécies Vegenals "

Objetive da Autorizagio: Avaliar sob aspecto morfoanstémics, quitnico ¢ biolagica das
| espécies acessadas constantes do projeto de pesquisa.

Periede das atividades: 2000 4 2019,

Validade da Autorizagho: Cineo anas, contados da assinatura., Fr razio da continuidade

- Whm‘ instituicSo detentora desta autorizagho deverd enviar ao Ihama, o pantir da
e emissio da ficenca, relatdrio anual sobee 8 execiglo dus atividades de pesquisa, nos termos do
o Decreto n" 49462003 ¢ Resolugdo CGEN n* 412013, Enderego para envio do reltbrio:

 IBAMA/DBELO, SCEN L4 Norte, Bloco B, Brasilia-DF, CEP: 70815-900.

 Esta autocizacso das atividades de nceso estd vinculada s informagies € termos assinados
" puerénte, constanies do processo o” 02001001 165/2013-47.
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ANEXO 2 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS
BRUTOS, FRACOES E OLEO ESSENCIAL PELA REDUCAO DO DPPH
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Fracdo folha acetato de etila  V=°2%2% 27,839

Concentracgdo (pg/mL)

FONTE: O autor (2019).
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Fragdo folha remanescente  ¥=%6011x- 45629
R*=0,9989
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Fragdao galho remanescente Y~ 1};‘2‘7_3?‘9-9352857
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