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RESUMO

A familia Symplocaceae possui 406 espécies aceitas, distribuidas em diversos
continentes e representada por género unico, o Symplocos Jacq. No Brasil, o género
esta localizado na Mata Atlantica e cerrado. Estudos demonstraram potencial
antimicrobiano, antitumoral e antiviral do género e presengca de moléculas que
apresentam bioatividade como flavonoides, terpenos e saponinas. O presente
trabalho teve como objetivo realizar o estudo morfoanatdémico, fitoquimico e
biolégico das folhas e galhos de Symplocos tetrandra Mart. Para o estudo
morfoanatdmico foram realizados cortes paradérmicos e transversais, observados
sob microscopia de luz e eletrbnica de varredura, e utilizados reagentes de
identificacdo qualitativa de compostos. Foram constatadas estruturas como
osteoesclereides, cristais prismaticos, drusas e estdmatos paracitico que reforcam a
classificagao taxonémica e ajudam na identificagéo da espécie. O estudo fitoquimico
consistiu no preparo dos extratos etandlicos brutos e fracbes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e remanescente das folhas e galhos para pesquisa de metabdlitos
presentes na planta, para esse fim foi realizado o perfil fitoquimico e a cromatografia
em camada delgada, em que se utilizou diferentes tipos de reagentes e reveladores
para caracterizar compostos. Foi descoberto a presenca de terpenos, flavonoides,
cumarinas, saponinas e aminogrupo. Os ensaios biolégicos foram divididos em
pesquisa da capacidade antioxidante, toxicidade e atividade antimicrobiana. Para o
antioxidante foram realizados o teor de fendlicos totais, flavonoides totais, radical
DPPH e fosfomolibdénio, com as amostras dos extratos bruto e fracbes na
concentracdo de 200 pg/mL em metanol. Os ensaios de fendlicos e flavonoides
totais foram realizados curvas de calibragdo, com o acido galico e a quercetina,
respectivamente, em que os resultados foram expressos em equivalentes de acido
galico e quercetina. O ensaio do radical DPPH foi realizado utilizando a curva padrao
de trolox com os resultados em equivalente de trolox, e o fosfomolibdénio que
utilizou o controle acido ascérbico para os calculos da porcentagem equivalente de
acido ascorbico. As amostras apresentaram um potencial antioxidante com destaque
a fragao cloroférmio dos galhos de S. tetrandra, por apresentar valores elevados nos
ensaios conduzidos. O teste de toxicidade foi realizado seguindo o modelo com
Artemia salina utilizando os extratos brutos e fragcbes, os resultados foram
determinados com a contagem de mortos, para o calculo de CLso pelo programa
estatistico IBM SPSS por meio do método Probitos, sendo os valores superiores a
1000 pg/mL, com as amostras classificadas como nao toxicas. A atividade
antimicrobiana foi realizada pelo método da determinacdo da concentracao inibitoria
minima por microdiluigdo seriada em caldo, as amostras dos extratos brutos nao
demonstraram inibicdo do crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, pela presenga de
turbidez no meio. A espécie S. tetrandra apresenta potencial para futuras pesquisas
fitoquimicas, biolégicas e farmacoldgicas, pois foram levantados dados promissores
para o conhecimento cientifico, ajudando a elucidar uma espécie com pouco estudo.

Palavras-chave: cristais; terpenos; antioxidante; toxicidade; Symplocos.



ABSTRACT

The family Symplocaceae has 406 species recognized, distributed in several
continents and represented by a sole genus, the Symplocos Jacq. In Brazil, the
genus is mainly located in Mata Atlantica rain forest and Cerrado. Studies have also
shown the genus to have antimicrobial, antitumor and antiviral potential, as well as
the presence of molecules with biological activities such as flavonoids, terpenes and
saponins. The purpose of the paper was to analyze the morphoanatomy,
phytochemistry and biological tests of the leaves and twigs of Symplocos tetrandra
Mart. For the morphoanatomical study, paradermal and transversal sections cuts
were observed under a light and scanning electron microscopy and qualitative
compound identification reagents were used. It was possible to verify structures
such as osteosclereids, prismatic crystals, druses and paracytic stomata which
reinforces the taxonomic classification and help identify the species. The
phytochemical study was done by preparing the crude ethanolic extract and hexane,
chloroform, ethyl acetate and remaining fractions of the leaves and twigs to research
for metabolites present in the plant. To this end, the phytochemical outline and thin
layer chromatography were performed, using different types of reagents and
developers to characterize compounds. The presence of terpenes, steroids,
flavonoids, coumarins, saponins and amino groups was discovered. The biological
tests were divided into antioxidant capacity, toxicity and antimicrobial activity. For
antioxidants, the content of total phenolics, total flavonoids, DPPH radical and
phosphomolybdenum were measured using samples of the crude extracts and
fractions at a concentration of 200 ug/mL in methanol. The total phenolic and
flavonoid assays were carried out using calibration curves, employing gallic acid and
quercetin, respectively, and the results were expressed as gallic acid and quercetin
equivalents. For the DPPH radical the assay was carried out with the standard trolox
curve with the results in trolox equivalent and percentage, and the
phosphomolybdenum assay was performed using the ascorbic acid control to
calculate the equivalent percentage of ascorbic acid. The samples showed
antioxidant potential, especially the chloroform fraction in S. tetrandra twigs, which
showed high values in the tests conducted. The toxicity test was carried out using the
Artemia salina model, with crude extracts and fractions. The results were determined
by counting the dead and calculating the CLso through the IBM SPSS statistical
program using the Probitos method, with values above 1000 pg/mL being classified
as non-toxic. Antimicrobial activity was determined using the minimum inhibitory
concentration method by serial microdilution in broth. Samples of the crude extracts
did not inhibit the growth of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis, due to the presence of turbidity in
the broth. The S. tetrandra species has potential for future phytochemical, biological
and pharmacological research, as promising data was collected for scientific
knowledge, helping to elucidate a species with very few studies.

Key-words: crystals; terpenes; antioxidants; toxicity; Symplocos.
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1 INTRODUGAO

Ha varios anos, o homem tem usufruido das plantas como recurso para
manutencdo da vida, uma vez que estdo disponiveis na natureza, podendo ser
utilizadas para diversos fins como alimentagao, construgcédo, decoragcdo e remédios.
O conhecimento acumulado pelo tempo, pela busca do saber do homem em
compreender o uso das plantas, principalmente para fins medicinais, tem sido foco
de diversos estudos em diferentes areas (FERREIRA et al., 2020).

Assim, as observacdes empiricas sobre o uso e a eficacia de plantas
contribuiram de forma relevante para a exploragao cientifica do uso tradicional,
desde o manejo, preparo de remédios, dose e indicagao terapéutica, favorecendo e
impulsionando o estudo cientifico em busca de possiveis constituintes quimicos nas
drogas vegetais (FERREIRA et al., 2020).

O Brasil é considerado o pais com a flora mais rica do mundo, com alta
extensdo de florestas tropicais, como a Amazénia. Fazendo parte do corpo florestal
brasileiro esta presente a Mata Atlantica, encontrada nas planicies e vertentes
voltadas para o mar das serranias costeiras, com diversidade floristica e um alto
indice de endemismos de espécies. Por isso € reconhecida internacionalmente
como uma das prioridades em termos de conservacgao de florestas tropicais (KURTZ;
ARAUJO, 2000).

Na Mata Atlantica, especialmente na regido do Sul e Sudeste do Brasil, esta
localizada a espécie vegetal Symplocos tetrandra Mart. pertencente a familia
Symplocaceae (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023). Caracterizada por se
apresentar como arvore ou arbérea com folhas simples, alternas espiraladas,
tricomas simples ou ausentes, com flores actinomorfas, gamossépalas,
gamopétalas, diversos estames epipétalos, anteras globosas ou elipsoides, ovario
infero e fruto drupaceo. Popularmente € conhecida como sete-sangria, cana-preta
ou pessegueiro-bravo, pelos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, respectivamente (REBOUCAS et al., 2020; ROMAO et al., 2022).

A espécie Symplocos tetrandra Mart. assim como o0s representantes da
familia Symplocaceae do Brasil, ainda ndo foram estudadas quanto as suas

possiveis propriedades farmacoldgicas e fitoquimicas, apenas estudos taxondmicos
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referentes a familia foram realizados por Miquel (1856b), Brand (1901), Bida (1995)
e Aranha Filho (2006, 2008, 2011) (REBOUCAS et al., 2020).

Estudos conduzidos na Asia das espécies do género Symplocos
comprovaram, que algumas espécies possuem propriedades anti-HIV, antitumorais
e antimicrobianas. Na medicina popular chinesa sao utilizadas para tratamento de
diversas doencas (ARANHA FILHO, 2011).

Devido a poucas pesquisas realizadas e publicadas nas areas de
morfoanatomia, fitoquimica e ensaios biolégicos da espécie Symplocos tetrandra
Mart., bem como o género e familia dos individuos localizados no continente
americano, o presente trabalho busca descrever as caracteristicas encontradas em
cada experimento e elucidar os resultados para descobrir possiveis metabdlitos
primarios ou secundarios da espécie vegetal, que possam ser de utilidade medicinal
ou industrial, visando melhorar a qualidade de vida das pessoas e sociedade. Uma
vez que pode se tornar uma nova opg¢ao para tratamentos dependendo das
caracteristicas dos componentes quimicos encontrados, além de aprimorar o
repertorio bibliografico dos Symplocos do Brasil trazendo mais conhecimento

cientifico a populagéo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar o estudo morfoanatémico, fitoquimico e bioldégico das folhas e

galhos da espécie Symplocos tetrandra Mart.

1.1.2 Objetivos especificos

- Realizar a revisdo de literatura da familia, género e espécie de Symplocos
tetrandra Mart. (SYMPLOCACEAE);

- Coletar e identificar a espécie S tetrandra;

- Cadastrar a pesquisa no SisGen;

- Realizar o estudo morfoanatémico e histoquimico das folhas, peciolo e caule;

- Proceder o estudo do perfil fisico-quimico das partes aéreas;
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- Realizar os ensaios fitoquimicos preliminares com as folhas e galhos;

- Preparar os extratos brutos alcodlicos e fracdes de hexano, cloroférmio, acetato de
etila e remanescente hidroalcéolico das folhas e galhos da espécie;

- Realizar a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para caracterizar compostos
dos extratos brutos alcodlicos e fragdes de hexano, cloroférmio, acetato de etila e
remanescente hidroalcoolico;

- Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais dos extratos e
fracoes;

- Investigar o potencial antioxidante dos extratos brutos e fragbes organicas
provenientes das folhas e galhos, a partir do ensaio radical DPPH e fosfomolibdénio;
- Realizar o teste de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina dos extratos
e fracoes;

- Investigar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fragdes;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA SYMPLOCACEAE

A familia Symplocaceae pertencente a ordem Ericales, possui género unico
denominado Symplocos Jacq. com aproximadamente 406 espécies (POWO, 2023;
WFO PLANT LIST, 2023). A distribuicdo geografica se da nas zonas tropicais e
subtropicais dos continentes das Américas, Asia, sendo a maior parte na regi&o sul e
leste, e Oceania (FIGURA 1). Os representantes, geralmente, se localizam em altas
altitudes, ambientes montanhosos e em locais com pouca alteragdo no ambiente,
devido a agao humana (ARANHA FILHO, 2011; REBOUCAS et al., 2020).

FIGURA 1 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA FAMILIA SYMPLOCACEAE

FONTE: Stevens, 2001.

A familia Symplocaceae esta presente na América do Norte, Central e Sul,
possuindo ao todo, 174 espécies descritas na familia. S&o reconhecidas cerca de 45
especies em solo brasileiro, onde 34 espécies sdo endémicas, a maioria localizada
na regiao do cerrado no Sudeste e na Mata Atlantica presente no Sul e Sudeste
(ARANHA FILHO, 2008; ARANHA FILHO 2011; FLORA E FUNGA DO BRASIL,
2023; REBOUGCAS et al., 2020).

Os representantes da familia Symplocaceae possuem a taxonomia descrita
como plantas lenhosas, sendo arvores e arbustos, normalmente glabros ou com

tricomas simples. As folhas sdo simples, alternas, espiraladas ou disticas, sem
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estipulas, com caracteristica cor verde-amarelado brilhante, inteiras e pecioladas. A
margem geralmente € serrilhada na metade distal e a nervacéo é broquidédroma ou
cladédroma. As inflorescéncias sao axilares ou raramente terminais: racemo,
panicula ou cimeira, raramente glomérulo ou uniflora (ARANHA FILHO, 2008; JOLY,
1993).

As flores sao pequenas, com pedicelo geralmente articulado, bissexuadas ou
raramente unissexuadas, pentdmeras ou trimeras, radiais e actinomorfas, o calice
gamossépalo e gamopétalas, possuindo numero variavel de pétalas de trés a onze,
sendo mais comum cinco pétalas em dois verticilos e soldadas apenas na base. Os
estames sado polisttmones ou isostémones, epipétalos e costumam ser numerosos
formando cinco distintos grupos com filetes soldados, de tamanhos desiguais, sendo
os internos mais curtos. O ovario € infero com dois a cinco carpelos e outros tantos
l6culos, cada um com dois a quatro évulos pendentes. O fruto é indeiscente, em
geral drupaceo, apresentando calice e disco persistentes (ARANHA FILHO, 2008;
JOLY, 1993).

2.2 GENERO Symplocos Jacq.

Os representantes do género Symplocos caracterizam-se pelas folhas
simples, alternas espiraladas a disticas e auséncia de estipulas; tricomas simples ou
ausentes, flores actinomorfas, gamossépalas, gamopétalas; estames epipétalos e
numerosos; anteras globosas ou elipsoides, menores que os filetes; ovario infero ou
raro semi-infero, bi a heptacarpelar; estilete Unico, simples e ereto; O6vulos
unitegumentados; fruto drupaceo e coroado pelo calice persistente (REBOUCAS et
al., 2020).

As aplicagbes das espécies pertencentes a esse género variam conforme a
localizagdo geografica. Na Asia, o género é utilizado para montagem de cabanas e
na medicina tradicional para tratamento de diferentes doencas, como dor de
estdbmago, diarreia, disenteria, doengas oculares, gengivite hemorragica e disturbios
uterinos e montagem de cabanas (ARANHA FILHO, 2011; KHAN, et al. 2001)

No Brasil, € empregada na ornamentagéo urbana, como visto em pragas de
Curitiba e Porto Alegre. Usada na adulteragdo da erva-mate, pois as folhas de

Symplocos sao morfologicamente semelhantes as folhas de llex paraguariensis



22

A.St.-Hil. Nos Estados Unidos, € utilizada como fonte de corante, devido a secagem
em tons de amarelo. Com isso, existe a possibilidade das espécies sul-americanas
de Symplocos possuirem o mesmo potencial por geralmente secarem de forma
amarelada (ARANHA FILHO, 2011).

Muita atencdo deve ser dada as espécies de Symplocos da Asia, pois foi
comprovado que algumas espécies possuem propriedades anti-HIV, antitumorais e
antimicrobianas. Os avangados conhecimentos taxondmicos do género no
continente podem ter contribuido para os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos
feitos com as espécies do género, tendo sido empregadas com sucesso na industria
farmacéutica (ARANHA FILHO, 2011; ISHIDA et al., 2001; TANG et al., 2004).

No Brasil, a falta de estudos de revisdao taxonémica pode ser uma das
principais razbes pela auséncia de trabalhos e pelo atraso do conhecimento
fitoquimico e farmacolégico do género Symplocos na América do Sul, quando
comparado ao continente asiatico (ARANHA FILHO, 2011).

2.3 ESPECIE Symplocos tetrandra Mart.

Conhecida popularmente como cauna, cauna-preta, maria-mole, pau-de-
cangalha, pessegueiro-bravo, sete-sangria e yvyra-beui esta localizada entre os
estados de So Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, ndo ocorrendo
exclusivamente no Brasil, pois extrapola a fronteira brasileira em diregdo a Argentina
e possivelmente ao Uruguai. Cresce em floresta ombrdfila mista, mas também em
transicao para floresta ombrofila densa, em altitudes variadas de 10 a 1.700 m
(ARANHA FILHO, 2011; ROMAO et al., 2022).

A importante descricdo taxonémica especifica da Symplocos tetrandra Mart.
foi realizada por Aranha Filho (2011), que resultou nos seguintes dados: arbusto a
arvore, com tronco aspero; ramo maduro raramente lenhoso, esverdeado, amarelo-
esverdeado ou marrom-esverdeado; gema glabra; primérdios foliares glabros,
raramente pilosos com os tricomas semelhantes a papilas. Folhas ao longo do ramo,
patentes; peciolo abaxial arredondado, adaxial plano ou céncavo; lamina rémbica ou
eliptica. Inflorescéncia cimosa ou racemosa, pedunculo visivel e glabro (ARANHA
FILHO, 2011; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).
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Apresenta inflorescéncia masculina com flores; pedunculo, flor estaminada,
filetes distintos ou conatos; ovario com septos incompletos, évulos ausentes ou
reduzidos, estigma ausente, punctiforme ou capitado, inflorescéncia feminina uma a
treze flores, pedunculo. Flor pistilada, anteras desenvolvidas, ovulos, estilete,
estigma capitado ou trilobado. Drupa elipsoide, ovoide ou subglobosa, glabra, lobos
do caélice eretos ou adpressos, possui endocarpo e semente estriada, quase circular
em corte transversal (ARANHA FILHO, 2011; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

Os individuos que possuem flores sdo coletados entre abril e junho, mas a
floracdo pode adiantar para fevereiro, ou ainda, entre julho e novembro, embora os
espécimes desta época sejam raros. Frutifica entre outubro e dezembro, porém ja
foram coletados frutos entre junho e setembro, e ainda, entre janeiro e maio
(ARANHA FILHO, 2011).

2.4 PERFIL FITOQUIMICO

Investigar de forma preliminar os componentes quimicos das plantas
possibilita conhecer previamente os extratos e a natureza das substéncias que
podem estar contidas no material vegetal. Dessa maneira, as principais classes de
constituintes quimicos detectadas com os testes analiticos fitoquimicos s&do os
acidos graxos, terpenoides, esteroides, fendis, alcaloides, cumarinas e flavonoides.
Ao término do processo € possivel identificar substancias ou classes de substancias
que possam apresentar atividade farmacoldgica (MACIEL et al., 2002).

O acumulo de aluminio, presenca de iridoides e acido elagico sao os
principais caracteres quimicos homologos, herdados de ancestrais comuns,
presentes em Symplocos. Ainda, ha a presenga de drusas e estdbmatos do tipo
paraciticos que armazenam grande volume de agua (STEVENS, 2001). Além disso,
0 género possui uma variedade de componentes quimicos descritos na literatura
asiatica, incluindo terpenoides, flavonoides, saponinas, lignanas, fendis, esteroides e
alcaloides (BADONI et al., 2010).

Uma revisdo baseada nos constituintes encontrados em espécies de

Symplocos foi fornecida por Badoni (2010) apresentados na tabela 1.
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TABELA 1 — GENERO Symplocos E COMPONENTES QUIMICOS

Nome da planta

Componentes

Symplocos caudata Wall. ex
G.Don
Symplocos celastrinea Mart. ex
Mig.
Symplocos chinensis (Lour.)
Druce
Symplocos confusa Brand
Symplocos lancifolia Siebold &
Zucc.
Symplocos lucida Wall. ex
G.Don

Symplocos racemosa Roxb.

Symplocos spicata Roxb.
Symplocos uniflora (Pohl)
Benth.

Matairesinosideo

Isoboldin

Saponinas triterpenicas, Simplocosideos A — F

Glucosideo Dihidrochalcona: Confusosideo

Acido ursélico, quercitina, acido galico

Simplocosigenol

Glicosideos fendlicos, triterpenoides, acido elagico, acido
oleandlico, glicosideos saponinicos, acido simplocurdnico,
alcaloides.

Glicosideo flavonol

Glicosideo flavonol (Symplocosideo): 3'— O — metil — (=) —

epicatequina 7 — O — 3 — glucosideo

FONTE: Adaptado de Badoni, 2010.

Na China, seis saponinas triterpenoides foram isoladas como metil ou butil

ésteres, a partir do extrato de butanol das raizes da Symplocos chinensis (Lour.)
Druce (Symplocaceae), espécie considerada toxica, porém usada na medicina
popular para tratar tumefacao, enterite, nefrite e picada de cobra. Ainda, foi relatado
atividade citotoxica de saponinas do extrato de butanol, contra linhagens de células
tumorais (TANG et al., 2004).

Os principias compostos quimicos encontrados em estudos com espécies de
Symplocos, foram representados na figura 2. A estrutura das moléculas das
saponinas triterpenoides estabelecidas por Tang et. al (2004) foram classificadas
como simplocososideos A (FIGURA 2A), B, C, D, E e F (FIGURA 2B) por RMN

extensa 1D e 2D e por espectrometria de massa de alta resolugao (HR-MS).



FIGURA 2 — ESTRUTURAS DOS COMPONENTES QUIMICOS DE Symplocos
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HO

HO o}

HO OH

FONTE: A, B — Adaptado de Badoni, 2010; Tang et al., 2004.; C, D — Adaptado de Badoni, 2010;
Niyati, et al., 2016.; E — Adaptado de Badoni, 2010; Tschesche, et al., 1980.

LEGENDA: A — Simplocososideo A (CesH100023); B — Simplocososideo F (Ce1H9sO21); C —
Salireposideo (C20H2209); D — Simploverosideo (C29H32010).; E — Simplocosideo (C22H26011).

O estudo de investigagao fitoquimica da espécie Symplocos racemosa Roxb.,
mostrou a presenca de flavonoides nas partes aéreas da planta, diferentes tipos
de glicosideos que foram extraidos por fragdes polares do caule, e outros
componentes como triterpenoides, acido elagico, acido oleandlico e glicosideos
fendlicos como salireposideo (FIGURA 2C), simplososideo e simploverosideo
(FIGURA 2D) (NIYATI, et al. 2016).

Poucos sao os estudos sobre as propriedades farmacoldgicas e fitoquimicas
das Symplocos sul-americanas (ARANHA FILHO, 2011). Em 1980 foi realizado um
trabalho que descreve um novo tipo de glicosideo flavonol, Simplocosideo (FIGURA
2E), para a espécie Symplocos uniflora (Pohl) Benth., localizada em Minas Gerais,
que até entdo apenas saponinas, chamadas de saponinas triterpenoides com 4-5
unidades de agucar eram conhecidas como constituintes da espécie (TSCHESCHE

et al., 1980).

2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

A atividade antimicrobiana foi descrita utilizando extratos metandlicos das
folhas, raizes e cascas do caule de Symplocos cochinchinensis (Lour.) S.Moore e
das fragcbes obtidas por particdo em éter de petrdleo, diclorometano e acetato de
etila, por método de disco de difusdo, sendo que todas as fracbes mostraram
atividade positiva para bactérias e protozoario (Bacillus cereus, Lactobacillus casei,
Micrococcus luteus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Trichomonas vaginalis) testados, além de que o fracionamento melhorou o nivel de
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atividade em todos os casos. A espécie € usada na China para tratar diarreia,
disenteria, doengas femininas, pele e infecgbes em geral (KHAN, et al. 2001).

A espécie Symplocos racemosa foi testada quanto a atividade antibacteriana,
utilizando o extrato de éter de petrdleo e etandlico em diferentes concentragdes,
contra bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Bacillus cereus) e Gram negativas (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli). Pelo método de difusdo em pogo de agar, com o
padrao de ciprofloxacino, observou-se atividade bactericida do extrato etandlico das
cascas de S. racemosa, exceto em P. aeruginosa e E coli (NIYATI, et al., 2016).

A formulagao de uma combinagéo do 6leo herbal Jatyady taila com o caule da
Symplocos racemosa mostrou resultado promissor contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), responsavel por infecgbes que envolve risco de vida.
Utilizando o método por difusdo em pogo de agar in vitro foi encontrado uma eficacia
comparada a gentamicina com uma zona de inibicdo expressiva (NIYATI, et al.,
2016).

As hastes da espécie Symplocos setchuensis Brand, nativa do sul da China,
foram utilizadas para o preparo do extrato etandlico, fracionamento com solventes
com hexano, triclorometano, acetato de etila, metanol e realizado cromatografia em
colunas de silica gel e funcionalizada com octadesilsilano (ODS ou C-18), permitindo
o isolamento de componentes e posterior identificacdo do matairesinol e harman que
mostraram significativa atividade anti-HIV pela inibicdo da replicagéo viral (ISHIDA,
et al. 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida seguindo as etapas descritas no fluxograma da
figura 3. Iniciou-se com a revisdo de literatura da espécie, seguido da coleta,
identificacdo e cadastro no SisGen. Parte do material coletado fresco foi separado
para a pesquisa morfoanatdbmica e histoquimica, enquanto a outra parte foi seco,
triturado, pesado e identificado para o preparo das amostras para as analises e

testes fisico-quimicos, fitoquimicos e biolégicos.

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA

-
A
Revisdo de
literatura Coleta
[
I I ]
Identificacao Sgcagerlw N Morfoanatomia
trituracdo
Cadastro Preparo de
SISGEN amostra
I II 1

Extrato por Extrato etanolico e Ensaios fisico-

maceracao € fracoes: Hexano, quimicos
fracionamento Cloroformio, Acetato de Perda por dessecacéo

Perfil ] Etila e Remanescente e cinzas totais
fitoquimico | i | |

Cromatografia Capacidade Teo;zclje Fen_zhcos g}g’;'gaigsz

em Camada Antioxidante e a;V;OI'_IOI es g

Delgada | | | olais | | |
Radical DPPH Fosfomalibdé&nio Toxicidade frente || Antimicrobiano
a Artemia salina

FONTE: A autora, 2023.

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A pesquisa com a espécie S. tetrandra foi cadastrada no SisGen (Sistema
Nacional de Gestdo do patrimdnio genético e conhecimento Tradicional Associado)
sob 0 n° AOATFD4 (ANEXO 1). Em 18 de abril de 2022 foi coletada cerca de 3000 g
de material vegetal de dois individuos de Symplocos tetrandra Mart. (FIGURA 4),
localizados no Capao do Cifloma, no campus Jardim Botanico da Universidade
Federal do Parana, no Municipio de Curitiba, Parana, com as coordenadas
geograficas definidas por 25° 26’ 57.813" S de latitude e 49° 14’ 19.862" W de
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longitude. Apds a separacéo de folhas e galhos e secagem ao ar livre, contatou-se a
quantidade de 1990,20 g de folha e 959,60 g de galhos. A exsicata esta localizada
no Herbario Escola de Florestas Curitiba — EFC, registrada como EFC 12751
(ANEXO 2).

FIGURA 4 — COLETA DA ESPECIE Symplocos tetrandra Mart.

N 4

FONTE: A autora, 2022.

3.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

Uma parte da planta S. tefrandra coletada foi separada para o estudo
morfoanatdmico antes de passar por trituragdo, as folhas e ramos foram separadas

para realizar fixagdo do material, estudo macroscépico, bem como as medicoes, e
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microscopico para preparo de laminas realizando secgdes transversais das folhas,

peciolo e caule.

3.2.1 Estudo macroscépico

O estudo morfoanatdomico foi iniciado com material fresco, recém coletado,
com a analise e descricdo macroscopicas. A determinacdo das dimensdes, como
comprimento e largura foram estabelecidas por média simples, com auxilio de régua

e papel milimetrado.

3.2.2 Processamento do material coletado

As partes aéreas que incluem folha, peciolo e caule foram fixados em solugao
FAAS50 (FIGURA 5), utilizando 35 mL de formalina, 35 mL de acido acético glacial e
630 mL de alcool etilico a 50% (proporgao 5:5:90 v/v/v), para o preparo de 700 mL
de solucéao, foi fixado por cinco dias, depois foi realizada a lavagem com agua
destilada seis vezes e completado com etanol 70% (v/v) o recipiente, para o fim de
armazenamento. O procedimento foi realizado com o objetivo de bloquear o
metabolismo celular e preservar a integridade e deixar pronto o material para a
avaliacdo morfoanatbmica microscopica e testes histoquimicos (BERLYN;
MIKSCHE, 1976; JOHANSEN, 1940).

FIGURA 5 — PARTES AEREAS DE S. tetrandra EM SQLUCAO FAAS50

o

FONTE: A autora, 2022.
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3.2.3 Analise microscopica

Para a analise de microscopia de luz foram realizados cortes paradérmicos e
transversais de folhas, peciolo e caule a méao livre com o auxilio de isopor como
suporte e lamina de barbear. Em seguida foi realizada a coloragado de estruturas
aciddfilas com azul de astra e basdfilas com fucsina basica (ROESER, 1972). Para a
pesquisa dos estdbmatos, nas folhas, os cortes foram clarificados com solugcdo de
hipoclorito a 50% (v/v), ao se tornar translucido foi neutralizado com acido acético a
2% (v/v), lavado seis vezes com agua destilada e corado com safranina 1% (v/v)
(FUCHS, 1963). Para selar as laminas de vidro foi utilizada a solugao de glicerina
50% (v/v) sobre os cortes e aplicado esmalte incolor nas bordas da laminula,
tornando a lamina semipermanente. Em seguida as laminas foram analisadas e
fotografadas em microscépio Olympus CX31 acoplado a uma camera digital
Olympus C-7070.

3.2.4 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados com o material fixado em FAA e
com os cortes transversais das partes estudadas, folha, peciolo e caule, a méao livre
na porgao mediana do material. Os corantes e reagentes utilizados foram o acido
cloridrico a 10% (v/v) para confirmagdo dos cristais de oxalato de calcio
(CHAMBERLAIN, 1932), o cloreto férrico que demonstra os compostos fendlicos, o
floroglucinol acidificado para lignina, o lugol que indica amido e o Sudam lll,
indicador de substancias graxas, ou seja, paredes cutinizadas, suberizadas e
goticulas de 6leo essencial. (BERLYN & MIKSCHE, 1976; FOSTER, 1949;
JOHANSEN, 1940; SASS, 1951). Amostras sem reagentes foram utilizadas como

controle. O microscopio utilizado foi conforme o item 3.2.3
3.2.5 Microscopia eletrénica de varredura
A analise ultraestrutural de superficie em microscopio eletrénico de varredura

(MEV) foi realizada com as folhas, o peciolo e o caule. As amostras foram

seccionadas, para a folha foi retirada da parte mediana do limbo em retangulo,
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enquanto o peciolo e caule foram seccionados transversalmente. As amostras foram
colocadas em agua destilada no sonicador (Digital Ultrasonic Cleaner CD-4860) por
15 minutos para evitar contaminagdo, em seguida passaram por desidratagao
crescente em alcool 80%, 90% e 100% (v/v), respectivamente, com intervalo de 15
minutos entre as solugdes. As amostras secas a temperatura ambiente foram
colocadas em alto vacuo e visualizadas em eletromicrografias no microscopio
eletrénico de varredura (VEGA3 TESCAN) (HADDAD, 1998). Depois foram
metalizadas com ouro (Balzers Sputtering SSCD 030) e analisadas com microscépio
eletrénico de varredura (Jeol JSM 6360 LV). Os cristais foram analisados por EDS —
Detector de espectrometro de energia dispersiva por raio-X (Oxford Instruments,
Oxford UK), anexado ao Mira 3 FESEM.

3.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.3.1 Perda por dessecacéao

A perda por dessecacao foi obtida pela determinacdo da quantidade de
substancia volatil de qualquer natureza eliminada pela droga vegetal em contato
com o calor em estufa, o procedimento foi realizado pelo método descrito na
Farmacopeia Brasileira 62 Edigéo (2019).

Foram pesados em balanga analitica 3,0 g de material vegetal seco e
triturado. O material foi transferido para cadinhos previamente secos e pesados, em
seguida levados a estufa a 100 °C por 24 horas. Foram retirados da estufa e
colocados em um dessecador para atingir a temperatura ambiente, ao manter o
peso constante, diferenca de no maximo, 0,5% entre pesagens consecutivas, foi
anotado os valores dos pesos das amostras. A analise foi realizada em sextuplicata
com as amostras das folhas e galhos. Por ultimo, os valores foram calculados
utilizando a féormula (1) para obter a porcentagem de perda substancias volateis,

como agua, das amostras.

i (P2 — P1)
Perda por dessecacio (%) = 3 x 100
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Legenda:

P1 = Peso do cadinho com amostra apds secagem (Q);

P2 = Peso do cadinho com amostra antes da secagem (Q);
P3 = Peso da amostra (g)

3.3.2 Teor de cinzas totais

A determinagao do teor de cinzas totais foi realizada de acordo com o método
da Farmacopeia Brasileira 62 Edigao (2019). A técnica é empregada para determinar
a quantidade de componentes inorganicos e impurezas presentes na amostra
vegetal.

Apos proceder a perda por dessecacdo, as amostras das folhas e galhos
pulverizados, depositadas nos cadinhos de porcelana, previamente preparados e
pesados, foram levados a incineracdo em mufla por 90 minutos a 600 °C. A analise
foi realizada em quintuplicata. Os valores do peso das cinzas foram anotados e

utilizados no calculo na férmula (2) para obter o teor de cinzas totais.

P2 —P1
gxl

00
P3

Teor de cinzas (%) =

Legenda:

P1 = Peso do cadinho apo6s calcinagao e resfriamento (g);

P2 = Peso do cadinho com amostra apds calcinagao e resfriamento (g);
P3 = Peso da amostra (g)

3.4 PREPARO DOS EXTRATOS E FRACOES

Apds a secagem, o material vegetal foi inspecionado visualmente para
retirada de material organico estranho e partes n&o sadias com sinais de presenca
de insetos, fungos, ressecamento ou oxidagdo, assim iniciou-se 0 processo de
trituracdo (FIGURA 6) das folhas e galhos da planta em triturador, sendo feitas

separadamente e colocadas em sacos pretos para o armazenamento.
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FIGURA 6 — TRITURACAO DAS FOLHAS DE Symplocos tetrandra Mart.

FONTE: A autora, 2022.

O processo de extracao foi realizado no aparelho de Soxhlet (FIGURA 7), em
que 1080 g de massa vegetal das folhas secas e trituradas foram extraidas com
etanol absoluto, por questao de espaco da vidraria a extracao etandlica foi dividida
em trés partes, sendo que cada aliquota da planta foi de aproximadamente 360 g.
Assim era adicionado cerca de 3,2 L de etanol no Soxhlet a cada porgéo extraida,
totalizando um volume de 9,6 L de etanol, em relagao ao tempo de extracdo durou
cerca de 8 dias cada porgao, onde era ligado por cerca de 7 horas ao dia. No
término de cada extragcdo o volume final de extrato era medido em uma proveta e
recolhido em um frasco ambar previamente limpo. Para os galhos secos foi seguido
a mesma metodologia, a diferenga foi que a massa vegetal diminui para duas
por¢des de 360 g, totalizando 720 g de massa utilizada, com o volume de 6,4 L de

etanol.
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FIGURA 7 — EXTRACAO POR SOXHLET DE Symplocos tetrandra Mart.
1 1 I

FONTE: A autora, 2022.

Antes dos extratos serem levados para evaporagao de excesso de etanol, foi
realizado o teor de sodlidos, seguindo a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira 62 Edicdo (2019). Em sequéncia, os extratos foram levados ao aparelho de
rota-evaporador para remover do excesso de solvente, no caso o etanol. A
evaporacgao foi realizada em partes, devido a capacidade do baldo de 1000 mL,
utilizou-se cerca de 500 mL em cada parte, o processo durou 5 dias, sendo ligado
por 6 horas ao dia.

Apo6s a obtencido dos extratos, iniciou-se o processo de fracionamento dos
extratos etandlicos concentrados das folhas e galhos nos solventes hexano,
cloroféormio e acetato de etila. Seguindo a metodologia proposta por Carvalho et al.
(2009), em um aparelho de Soxhlet, adicionou-se um cartucho de vidro com o
extrato etandlico concentrado, em seguida foi adicionado aos poucos cerca de 350

mL de hexano sendo recebido em baldo de fundo redondo de 500 mL, contendo
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pérolas de vidro. O conjunto foi conectado ao condensador de bolas e iniciou-se o
aquecimento para a extragcao continua, onde ocorre a percolacdo do solvente, em
que o solvente é condensado e elui para o extrator até refluxar.

Ao terminar a extragdo com o solvente hexano, o cartucho de vidro foi
retirado, e a fragdo hexanica recolhida em um frasco de vidro ambar previamente
limpo. O processo foi repetido com os solventes cloroférmio e acetato de etila,
obtendo as respectivas fragdes. Ao final, todos foram levados para concentracdo de
1/3 do volume inicial no rota-evaporador e ao final, adquirir as fracdes hexanica,

cloroférmica, acetato de etila e remanescente etandlica.
3.4.1 Teor de solidos

Os calculos de teor de solidos presentes nos extratos brutos etandlicos das
folhas e galhos foram realizados utilizando uma aliquota de 5,0 mL de extrato em
placas de petri, previamente preparadas e pesadas. A analise foi desenvolvida de
acordo com a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 62 Edigdo (2019). Os
ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram levadas a secura total em
estufa a 105°C. Em seguida, foram resfriadas em dessecador, pesadas até o peso
constante e os valores obtidos foram utilizados no célculo para a determinagdo do
teor de solidos presentes nos extratos brutos e o calculo do percentual do

rendimento bruto.
3.4.2 Rendimento dos extratos brutos etandlicos e fragcoes

Os valores do teor de solidos das folhas e galhos, bem como, os volumes dos
extratos obtidos ao final do processo foram utilizados para o calculo do valor do

rendimento dos extratos brutos etandlico pela férmula (3).

(V.ex XTS)

Rendimento extrato bruto (%) = MV

Legenda:
V.ex = Volume de extrato bruto obtido (mL);
TS = Teor de sdlidos do extrato bruto (%);



37

MV = Quantidade de material vegetal utilizado (g).

Para calcular o rendimento das fracbes hexano, cloroféormio, acetato de etila e
remanescente hidroalcoolica das folhas e galhos, foi considerado a massa vegetal
seca inicial em grama (g) das folhas e galhos como 100% e comparado com a
massa seca de cada fragdo obtida apdés o fracionamento e secagem, obtendo o

resultado em porcentagem %.

3.5 ESTUDO DO PERFIL FITOQUIMICO

3.5.1 Perfil fitoquimico

Parte da massa vegetal triturada de folhas e galhos foram separados para
investigacao fitoquimica, paralelamente ao processo de extragdo. O estudo seguiu a
metodologia utilizada pela apostila de ensaio sistematico de analise em fitoquimica
utilizada na graduagao do curso de farmacia da UFPR, escrita por Moreira (1979) e
adaptada por Miguel (2003), onde foram preparadas pelo método de maceragao em
banho-maria, o extrato hidroalcodlico e aquoso a 20% do vegetal em estudo, para
determinagao do residuo seco e de grupamentos quimicos.

Para o extrato hidroalcodlico foram investigados heterosideos flavonicos,
alcaloides, esteroides e/ou triterpenos, amino grupos, glicosideos cumarinicos e
glicosideos antraquindnicos. Para o extrato aquoso foram pesquisados os
glicosideos antocianicos, saponinas, glicosideos cianogenéticos, taninos

(condensados e hidrolisaveis), amino grupos e flavonoides.

3.5.1.1 Preparo do extrato hidroalcodlico a 20%

Os extratos foram preparados por maceragdo em banho-maria a 70°C por 60
minutos de 40 g das folhas de Symplocos tetrandra Mart. em 200 mL de alcool
etilico a 70 %. Apds esfriar, foi filtrado por papel de filtro e o volume foi completado
até 200 mL, em seguida foi mantido sob refrigeracao até a realizagao de todos os
ensaios fitoquimicos. O extrato foi submetido ao fracionamento para obter as fragdes
hexénica, cloroférmica e de acetato de etila. Primeiro o extrato hidroalcodlico foi

concentrado até ' do volume, em seguida foi transferido para um funil de
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separacao, agitado 10 vezes com 20 mL de cada solvente e o volume foi
completado até 200 mL com os respectivos solventes, obtendo as fracbes hexano,
cloroféormio, acetato de etila e hidroalcéolica remanescente. O procedimento foi

repetido para o extrato dos galhos.

3.5.1.2 Pesquisa de alcaloides

A pesquisa de alcaloides foi realizada utilizando-se os reativos gerais de
alcaloides (Mayer, Dragendorff, Bouchardat e Bertrand). Foi evaporado a secura 50
mL das fracbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcéolica remanescente
em banho maria a 70 °C, seguido de dissolugao do residuo em 1 mL de etanol e 20
mL de acido cloridrico a 1 %. Foi transferido para 5 tubos de ensaio, 2 mL do extrato
cloridrico (em cada tubo) e efetuou-se a pesquisa de alcaloides com os reativos
gerais. O aparecimento de precipitado indica reagcado positiva. Para confirmar a
reacao foram transferidos 15 mL das fragdes para um funil de separacédo e foi
alcalinizado com hidroxido de amoénio até pH 10. O reativo de Mayer (mercurio
tetraiodeto de potassio) mostra precipitado branco com turvagao branca sutil;
Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio) um precipitado com coloragao de tijolo;
Bouchardat (lodo lodeto de potasio) o precipitado possui coloragcéo alaranjada; e
Bertrand (acido silico tungico), o precipitado apresenta a coloragdo branca ou

turvacao branca sutil.

3.5.1.3 Pesquisa de leucoantocianidinas

A pesquisa de leucoantocianidinas se procedeu com a adicdo de 10 mL das
fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e remanescente em uma capsula de
porcelana para levar a secura em banho-maria a 70 °C. Em seguida foi dissolvido
em 5 mL de alcool etilico, 5 gotas de HCI concentrado e aquecido a ebulicdo. No
caso de reagao positiva, € observado o efeito bato cromico com o desenvolvimento

de coloracao vermelha.
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3.5.1.4 Pesquisa de heterosideos flavonicos

A pesquisa de heterosideos flavonicos foi realizada pela reagao de Schinoda
ou reacdo da cianidina. Foram transferidos 20 mL das fracbes hexano,
diclorometano, acetato de etila e remanescente em uma capsula de porcelana para
levar a secura em banho-maria a 70 °C e dissolver com 10 mL de etanol. Em tubo
de ensaio foram transferidos 5 mL das fra¢des dissolvidas, juntando com 200 mg de
limalha de magnésio e lentamente adicionando 1 mL de &cido cloridrico fumegante
pelas paredes do tubo. Caso apareca a coloracédo alaranjada indica a presenca de
flavonas, a violacea indica a presenca de flavanonas e vermelha indica a presenca
de flavondis. As chalconas, auronas e isoflavonas nao desenvolvem coloracéo,

porém as chalconas em meio acido produzem flavanonas.

3.5.1.5 Pesquisa de cumarinas

Foram transferidos para uma capsula de porcelana 30 mL das fracbes
hexano, diclorometano, acetato de etila e concentrado até 5 mL em banho-maria a
70 °C. A fracao hidroalcéolica remanescente foi acidificada até pH 1 com HCL 2N, e
concentrada em banho-maria até 5 mL. Apds esfriar foi extraida em funil de
separagao com éter etilico em duas porgdes de 10 mL. As fracbes etéreas das duas
extracbes foram misturadas e evaporadas em banho-maria até 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 366 nm, ficando expostos em repouso por 15 minutos. Para reacao

positiva é observado o aparecimento de fluorescéncia azul ou verde amarelada.

3.5.1.6 Pesquisa de substancias iridoidais

Para a pesquisa de iridoides foram preparadas 3 reacdes de identificacdo. Na
primeira foram transferidos 2 mL das fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
remanescente para tubos de ensaio. Para a primeira reagao foram adicionadas

pequena quantidade de cristais de floroglucinol e 1 mL de &cido cloridrico, o
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desenvolvimento de coloragdo verde escura indica reacdo positiva. Na segunda
reacdo, foram transferidos novamente 2 mL das fracbes, em seguida foram
adicionadas duas gotas de acido sulfurico e se aparecer a coloragao rosa violacea
indica reacao positiva. Na terceira reacdo, também foram transferidos 2 mL de
fracdes para tubos de ensaio, adicionados 0,5 mL de solugéo alcodlica de vanilina
1% e duas gotas de acido sulfurico, a coloragao rosa cereja indica reagao positiva.

3.5.1.7 Pesquisa de heterosideos antraquinénicos

A pesquisa de antraquinonas foi realizada pela reagdo de Borntraeger com
NH4OH. Utilizando um bal&do de fundo redondo de 100 mL foram transferidos 30 mL
das fragcbes hexano, cloroféormio, acetato de etila e remanescente e adicionados 5
mL de solugdo aquosa de acido sulfurico a 10 %. Em seguida foram acopladas a um
condensador e levadas ao refluxo por 30 minutos. Os extratos foram filtrados a
quente com papel de filtro. Ao filtrado foram adicionados 30 mL de agua destilada,
transferidos para um funil de separagao e separado a fragdo orgénica das fragbes
hexano, cloroférmio, acetato de etila, enquanto a fragdo remanescente foi extraida
com éter etilico por duas vezes de 10 mL. As fragdes foram concentradas em banho-
maria a 60 °C até 5 mL e transferidas para tubo de ensaio, foram adicionados 5 mL
de solugédo de hidroxido de aménio e agitado lentamente, para evitar elevacdo da
pressao interna. Caso desenvolva a coloragéo rosea-vermelha indica a presenca de

antraquinonas e/ou naftoquinonas.

3.5.1.8 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

Em capsulas de porcelana foram evaporados a secura 30 mL das fracdes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente em banho-maria a 60°C, em
seguida o residuo foi dissolvido com 5 mL de cloroférmio. Foram pipetadas aliquotas
de 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL do extrato cloroférmico para trés tubos de ensaio e o
volume foi completado para 2,0 mL com cloroférmio. Foi adicionado em cada tubo
de ensaio, 1 mL de anidrido acético e 2,0 mL de &cido sulfurico concentrado
lentamente para a reagao de Liebermann Burchard. A formagao da coloragéo rosea

escura ou azul indica triterpenos pentaciclicos, a presenga da fungao carbonila na
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posicédo 3 e ligagdo dupla nas posi¢cdes 5 e 6, enquanto a coloragcédo verde indica
esteroides com fungao hidroxila na posigao 3 e dupla ligagéo entre 5 e 6 do anel
aromatico, devido a formacdo de um derivado sulfénico de colesterialeno e a
coloragdo amarela possivelmente indica um grupamento metila no carbono de

posicao 14.

3.5.1.9 Preparo do extrato aquoso a 20%

Foi realizada a extracdo por maceracdo em banho-maria a 70°C por 60
minutos de 40 g das folhas de S. tetrandra em 200 mL de agua destilada. Em
seguida foi filtrado a quente com papel de filtro em um cartucho de vidro e o volume
completado até 200 mL, em seguida foi mantido sob refrigeracéo até a realizagdo de
todos os ensaios fitoquimicos. O procedimento foi repetido para o extrato dos

galhos.

3.5.1.10 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Foram transferidos 10 mL do extrato aquoso para um funil de separagao e
extraido com alcool butilico saturado com agua duas vezes com 10 mL cada. Em
seguida foi reunida as fragbes em capsula de porcelana, concentrado até 5 mL e
adicionado 5 gotas de HCI concentrado, por ultimo levado a ebulicdo. Na reacgéo
positiva é observado o efeito batocromico, pela mudanga de fungcdo e desenvolve a

coloracao vermelha pela formacao de antocianidina.

3.5.1.11 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Realizado pelo ensaio de espuma, foram transferidos 10 mL para trés tubos
de ensaio, agitados energicamente durante 5 minutos em movimentos vigorosos e
deixado em repouso por 30 minutos. Foi medido a altura da espuma formada logo
apos a agitagdo e 30 segundos apds a agitagdo, no tubo, se desenvolver espuma
com altura maior que 1 centimetro e persistente, apés o periodo de repouso, que
nao desaparece com a adicdo de HCI 2N, indica a presenga de heterosideos

saponinicos.
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3.5.1.12 Pesquisa de heterosideos cianogenéticos

Com base no método de Guignard foram transferidos 5 mL do extrato aquoso
para um tubo de ensaio, seguido da adigdo de 1 mL da solugéo aquosa de acido
sulfurico 1N. Posteriormente, foi suspedido uma tira de papel picro sédico com uma
rolha de cortica no tubo e levado ao banho-maria a 60 °C por 30 minutos. O
aparecimento de cor vermelho-castanho na tira de papel indica a presenca de
heterosideos cianogénicos, pela conversao do acido cianidrico em isopurpurato de

sodio.

3.5.1.13 Pesquisa de taninos

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de extrato aquoso, seguido de 5
gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico a 1% (v/v). O desenvolvimento de
coloragcédo azul é sugestivo da presenga de taninos hidrolisaveis, a cor verde indica

taninos condensados e flavonoides e a cor marrom a presenga de polifendis.

3.5.1.14 Pesquisa de aminogrupo

Foram concentrados 10 mL de extrato aquoso em banho maria a 60 °C em
capsula de porcelana. Posteriormente em papel filtro, em pontos previamente
demarcados, foram adicionadas 5 gotas do extrato aquoso concentrado. Apds a
secagem do papel filtro, este foi nebulizado com solugdo de ninhidrina, preparada
segundo Stahl (1969) e levada a estufa a temperatura de 100 °C por um periodo de
15 minutos. A reacdo € considerada positiva, caso ocorra o aparecimento de

coloracao azul violacea.

3.5.2 Extracéo do dleo essencial

A extracao do 6leo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilagao por
arraste a vapor, em aparelho de Clevenger, utilizando cerca de 300 g de folhas de S.
tetrandra, 300 g em 3,5 L de agua destilada, durante 10 horas. Foram guardados

500 mL do extrato aquoso e recolhido o hidrolato, em frascos ambar, resultando em
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oito frascos de 50 mL (FIGURA 8). Foi também recolhido o conteudo da lavagem

com hexano. Todos os frascos foram mantidos em freezer.

FIGURA 8 — HIDROLATO DA HIDRODESTILAGCAO DE S. tetrandra

FONTE: A autora, 2022.

3.5.3 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) € um método rapido e de facil
reprodutibilidade, com a finalidade de investigar a presenca de constituintes
quimicos, pela separacao de compostos presentes em uma amostra. Possui a fase
movel, que é o solvente com polaridade especifica, em que ao eluir separa os
compostos sobre a fase estacionaria, no caso, as placas com silica-gel GF 254 nm.
Ao final pode ser usado métodos de revelagao de natureza quimica ou fisica,
levando a reacdes de coloragao e fluorescéncia.

As amostras das fragbes organicas hexano, cloroférmio, acetato de etila e
hidroalcdolica remanescente, foram preparadas em metanol, em concentracao de 20
mg/mL. As fragdes investigadas foram aplicadas em locais demarcados na placa,
com altura de 0,5 centimetros, para melhor eluicdo, com o auxilio de um tubo
capilar. A pesquisa das amostras foi realizada em ftriplicata.

As principais classes de metabdlitos investigados foram: terpenos,
flavonoides, taninos, alcaloides e cumarinas. Para cada grupo foi adotado uma fase

movel especifica, bem como um revelador, de acordo com o quadro 1:
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QUADRO 1 — ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Metabolitos Fase mévell/ Proporgéao Revelador Metodologia

Tolueno: acetato de etila (93:7) Vanilina 1%:éacido WAGNER, 1996
Sulfdrico (1:1)

Terpenos

Cumarinas Acetato de etila: acido féormico: Hidréxido de sédio 1N MIGUEL, 2003

acido acético glacial: agua
(100:11:11:26)

Flavonoides Acetato de etila: acido formico: Reativo de NEU WAGNER, 1996

acido acético glacial: agua
(100:11:11:26)

Taninos Acetato de etila: acido formico: Cloreto férrico (1%) WAGNER, 1996

acido acético glacial: agua
(100:11:11:26)

Cloroférmio: MeOH (95:5) Reativo de VALENTE et al.,

universo aménio Dragendorff 2006

Alcaloides

FONTE: A autora, 2023.

3.5.4 Fenodlicos totais

A pesquisa de fendlicos totais foi realizada segundo a metodologia de
Singleton e Rossi (1965) e Surek et al. (2022) utllizando o método
espectrofotométrico pela medigdo da absorbancia das amostras apds a reacdo com
o reagente Folin-Ciocalteau. O método permite dosear os compostos fendlicos
presentes na amostra para verificar uma possivel capacidade antioxidante, por
serem metabdlitos que geralmente estdo relacionados com essa atividade.

Na analise foram testadas as amostras dos extratos brutos e fragdes organicas
das folhas e galhos de S. tetrandra totalizando dez amostras, em que foram
preparadas na concentragdo de 200 pg/mL em metanol. A primeira parte da
pesquisa, consistiu na montagem da curva padrao de acido galico para comparagao
das absorbancias das amostras com as obtidas no padrdo de acido galico. Foram
preparadas uma sequéncia de diluicdes do acido galico em metanol, a partir de uma

solugdo mae de acido galico (1 mg/mL), na tabela 2.
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TABELA 2 - DILUICAO PARA A CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

CONCENTRACAO (ug/mL) ACIDO GALICO (uL) METANOL (pL)
25 250 9750
50 500 9500
75 750 9250
100 1000 9000
150 1500 8500

FONTE: A autora, 2023.

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos, em quintuplicata
(FIGURA 9). Para a pipetagem foram usados 20 yL de amostra, 100 uL do reagente
Folin-Ciocalteau e 80 uL da solugao de carbonato de sédio (7,5 g/100 mL). Para o
branco foi pipetado 180 uL de metanol e 20 yL de amostra. Em seguida, as placas
foram mantidas ao abrigo da luz por uma hora e levadas para leitura em

espectrofotbmetro Shimadzu, modelo UV-1601 PC a 690 nm.

FIGURA 9 - MICROPLACAS DO PADRAO E AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE FENOLICOS
TOTAIS

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Diluigdes do acido galico de 500 a 5 pL; Amostras: F — Folhas; G — Galhos; EB — Extrato
bruto; H — Hexano; Cl — Cloroféormio; AE- Acetato de etila; R — Remanescente.



46

A curva de calibragdo padréo de acido galico obtida apresentou a equacéo da
reta de y = 0,0012x + 0,0371 e um coeficiente de determinacdo de R?*=0,9982. Os
resultados obtidos, considerando a curva de calibragao padréao de acido galico foram
expressos em micrograma equivalente de acido galico por miligrama de amostra (ug
EAG/mg).

3.5.5 Flavonoides totais

A pesquisa de flavonoides totais foi realizada pela metodologia descrita por
Devequi-Nunes et al. (2018) e Surek et al. (2022) utilizando o método
espectrofotométrico pela medicdo da absorbancia das amostras apds a adicdo do
cloreto de aluminio. O método permite dosear a quantidade de flavonoides presente
na amostra, similar ao ensaio de fendlicos totais, sendo de baixo custo e facil
reprodutibilidade.

Na analise foram testadas as amostras dos extratos brutos e fragdes orgéanicas
das folhas e galhos de S. tetrandra totalizando dez amostras, em que foram
preparadas na concentragdo de 200 pg/mL em metanol. Primeiro foi construida a
curva padrao de quercetina para comparagao das absorbancias das amostras, a
partir de uma solugdo mae de quercetina (1 mg/mL) em metanol que foi diluida,

conforme a tabela 3.

TABELA 3: DILUICAO PARA A CURVA PADRAO DE QUERCETINA

CONCENTRACAO (pg/mL) QUERCETINA (pL) METANOL (uL)
30 300 9700
25 250 9750
20 200 9800
15 150 9850
10 100 9900
5 50 9950

FONTE: A autora, 2023.

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos, em sextuplicata
(FIGURA 10). Foram utilizados 100 pL de amostra e 100 uL do cloreto de aluminio
(2 g/100 mL) e para o branco foi pipetado 100 uyL de amostra e 100 yL de metanol.
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Em seguida, as placas foram mantidas ao abrigo da luz por uma hora e levadas para
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-1601 PC a 414 nm.

FIGURA 10 - MICROPLACAS DO PADRAO E AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE FLAVONOIDES
TOTAIS

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Diluigées de quercetina de 70 a 5 uL; Amostras: EB — Extrato bruto; H — Hexano; Cl —
Cloroférmio; AE- Acetato de etila; R — Remanescente.

A curva de calibracdo padrdo de quercetina obtida apresentou a equacéo da
reta de y = 0,0193x + 0,0435 e um coeficiente de determinacdo de R?=0,9948. Os
resultados obtidos, considerando a curva de calibracdo padrdo de quercetina, foram
expressos em micrograma equivalente de quercetina por miligrama de amostra (ug
EQ/mg).
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3.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os ensaios para o estudo da capacidade antioxidante das amostras em
analise permitem verificar a presenga de compostos que retardam a degradagao

oxidativa dos extratos e fracbes por meio de reagdes que levam a alteracao de cor.
3.6.1 Radical DPPH

O procedimento de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) para
verificagdo da capacidade antioxidante dos extratos e fragbes de S. tefrandra se
baseou nas metodologias propostas por Salgueiro et al. (2014) e Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), em que foram testadas dez amostras, sendo os extratos
bruto e fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente hidroalcéolico
das folhas e galhos da espécie.

O ensaio se baseia em verificar se as amostras em estudo contém
substancias capazes de fornecer um atomo de hidrogénio para sequestrar o radical
DPPH, formando um composto chamado hidrazina, que resulta na mudancga de
coloracao de violeta para amarelo palido do meio.

Para realizar o teste do DPPHe foi preparada uma solugdo metandlica,
pesando 3 mg de DPPHe e em seguida diluindo em 25 mL de metanol, gerando uma
concentracdo de 0,3 mMol/L em um baldo volumétrico ambar. A primeira parte da
pesquisa, consistiu na montagem da curva de calibragdo de trolox, nas
concentracodes 2, 5, 7,5, 10 e 12,5 uL/mL, para comparag¢ao das absorbancias das
amostras com as obtidas pelo padrdo e para calcular a porcentagem de atividade
antioxidante em relagdo ao trolox, segundo a férmula (3), com auxilio do software

Microsoft Excel ®:

(44— AB)

100
AN

(% da atividade antioxidante) =

Legenda:

AA= Absorbancia amostra ou controle positivo;
AB= Absorbancia branco;

AN= Absorbancia negativo
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O ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pocos (FIGURA 11), sendo
adicionados com auxilio de pipetas 29 uL da solucédo de DPPH e e 71 uL de amostra
em cada pog¢o, sendo que as amostras foram previamente preparadas na
concentragdo 200 ug/mL em metanol, assim como os controles positivos utilizados
que foram o acido ascérbico e BHT, que também foram pipetados 71 uL de cada
controle e 29 pL da solugao de DPPH e. Para o branco foi utilizado o metanol e para

o controle negativo metanol com a solugédo de DPPHe.

FIGURA 11 - MICROPLACAS DO ENSAIO DE DPPHe DAS AMOSTRAS DE S. tetrandra

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Amostras: F — Folhas; G — Galhos; EB — Extrato bruto; H — Hexano; Cl — Cloroférmio; AE-
Acetato de etila; R — Remanescente; B — Branco; N- (controle negativo).
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Apo6s 30 minutos de reacdo em repouso no escuro, as absorbancias foram
medidas a 540 nm utilizando um leitor de microplacas Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA. Os ensaios foram realizados em octuplicata.

A curva de calibragdo padrao de trolox obtida apresentou uma equacéo de
regressao linear y = -0,0115x + 0,1956 e o coeficiente de determinagdo R?=0,9893.
Os resultados foram apresentados em micrograma equivalente de trolox por

miligrama de amostra (ug EQT/mg).

3.6.2 Redugao do fosfomolibdénio

O procedimento de redugdo do reagente fosfomolibdénio foi realizado
segundo a metodologia proposta por Prieto, Pineda e Aguilar (1999) para verificagao
da capacidade antioxidante dos extratos e fragdes de S. tetrandra, em que foram
testadas dez amostras, sendo os extratos bruto e fragbes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e remanescente hidroalcéolico das folhas e galhos da espécie. A
pesquisa de reducdo do fosfomolibdénio avalia a capacidade antioxidante da
amostra pela conversdao do molibdénio (VI) para molibdénio (V), observando a
alteragdo das amostras de incolor para coloragao verde azulada.

Para realizar o ensaio foi preparado a solugdo de reagente fosfomolibdénio,
composta pela mistura de acido sulfurico (3 mol/L), fosfato de sédio anidro (0,1
mol/L), molibdato de amdnio (0,03 mol/L) e agua destilada, quantidade total para o
volume de 300 mL. As amostras dos extratos brutos e fracbes foram preparadas na
concentragdo de 200 pg/mL em metanol, assim como o controle positivos utilizado
que foi o acido ascorbico.

Em tubos de ensaios com tampas previamente limpos foram adicionados 1,5
mL de agua destilada, 0,3 mL de amostra ou metanol como branco e 1 mL da
solugdo reagente de fosfomolibdénio. Em seguida os tubos foram incubados em
banho maria a 95 °C por 90 minutos semiabertos, apdés o tempo retirados para
resfriar a temperatura ambiente. Por ultimo passado 200 yL com auxilio de pipeta
para a microplaca de 96 pogos (FIGURA 12) e realizado a leitura no

espectrofotbmetro em 695 nm.
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FIGURA 12 - MICROPLACA DO ENSAI

RAS D . ttrandra

O FOSFOMOLIBDENIO DAS AMOS

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: Amostras: EBF — Extrato bruto folhas; HF — Hexano folhas; CIF — Cloroférmio folhas;
AEF- Acetato de etila folhas; RF — Remanescente folhas; EBG — Extrato bruto galhos; HG — Hexano
galhos; CIG — Cloroférmio galhos; AEG- Acetato de etila galhos; RG — Remanescente galhos; M —
Metanol; R — Rutina; AS — Acido ascorbico; BHT — Butilhidroxitolueno.

A capacidade antioxidante das amostras dos extratos bruto e fracdes dos
galhos e folhas de S. fetrandra neste estudo foi calculada em relacdo ao acido
ascorbico, que foi considerada o controle com 100% de atividade antioxidante neste
modelo. O calculo foi realizado segundo a férmula (4), utilizando o software Microsoft
Excel ®:

(% idade antioxid t)—(AA_AB)x100
0 capaciaade antioxiaante _AAC—AB

(4)

Legenda:

AA= Absorbancia da amostra;

AB= Absorbancia do branco;

AAC= Absorbancia do acido ascoérbico

As amostras e controles do ensaio do reagente de fosfomolibdénio foram
realizados em triplicata e os resultados apresentados em porcentagem equivalente
de acido ascorbico (% EQAA).
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3.7 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios bioldgicos foram realizados com os extratos brutos das folhas e
galhos e suas respectivas fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
remanescente hidroalcoolica. As amostras utilizadas em cada teste ou ensaio

dependeu do que se pretendia analisar.

3.7.1 Teste de letalidade frente a Artemia salina Leach

Para realizar o teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina
Leach (FIGURA 13), foi utilizada a metodologia proposta por Meyer (1982), com
modificagdes. Iniciou-se com o preparo da solugédo salina (dgua do mar artificial),
diluindo 14,31 g de sal marinho (Instant Ocean Sea Salt) em 400 mL de agua
destilada. O pH foi ajustado e mantido entre 8,0 e 10,0 com carbonato de sédio a
10% ml/v, para evitar a morte dos microcrustaceos sensiveis a variagao de pH. A
solugéo salina foi levada para aeragao por 30 minutos, em seguida adicionado 200
mg de cistos de A. salina na solugdo, para a eclosao dos ovos, a agitagao foi

mantida por 48 horas, com iluminagao (20 W) e temperatura entre 27°C e 30°C.

FIGURA 13 - Artemia salina Leach

FONTE: A autora, 2023.

Foram testados os extratos brutos e fragdes hexano, cloroférmio, acetato de
etila e remanescente das folhas e galhos de S. tefrandra. As amostras e o controle
positivo de sulfato de quinidina foram preparados a partir de uma solugao mae,

sendo 100 mg de cada amostra/controle positivo solubilizado em 1 mL de DMSO e
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completado o volume com agua salina, em um baldo volumétrico de 100 mL. Para o
controle negativo foi utilizada a solugdo de DMSO 1% em agua salina. Foram
preparadas diluicdes em seis concentragdes de cada amostra em frascos de vidro
de 10 mL (tabela 4).

TABELA 4 — DILUICOES PARA AS CONCENTRACOES DAS AMOSTRAS UTILIZADAS NO ENSAIO
DE TOXICIDADE FRENTE A. salina

Concentracéo (pg/mL) Volume SM (L) Volume agua salina (uL)
1000 5000 -
750 3750 1250
500 2500 2500
250 1250 3750
100 500 4500
50 250 4750

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: SM — Solugao mae.

Apos o preparo das amostras e controles e eclosdo dos ovos, foram
transferidos 10 nauplios para os frascos de vidro, organizados em quintuplicata para
cada concentragéo e o volume final de cada frasco foi completado para 5 mL. Apos
24 horas, realizou-se a contagem dos nauplios mortos e vivos das amostras e
controle, os dados foram avaliados a partir da determinacdo da concentracdo letal
(CLso) e intervalo de confianga de 95%, utilizando o programa estatistico IBM SPSS
Software®, pelo método Probitos (FINNEY, 1971).

Assim é possivel determinar o valor das concentracbes capazes de matar
50% dos nauplios em cada amostra e de acordo com Meyer (1982), as amostras sdo

consideradas toxicas quando o valor de CLso for inferior a 1000 pg/mL.
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3.7.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de S. tetrandra foi avaliada pelo método da
determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) por microdiluicdo seriada em
caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(COCKERILL et al., 2012) e padronizado por Surek et al. (2021).

As amostras utilizadas foram os extratos brutos das folhas e galhos, em que
foram preparadas solu¢des estoques em tubo tipo Eppendorf de 20.000 ug/mL
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSQO). As cepas bacterianas testadas foram
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 6358) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Os in6cuos das bactérias foram preparados em solucéo salina 0,85% a partir
de uma cultura de placa com turbidez equivalente a escala McFarland 0,5 (1,0 x 108
UFC/mL). Essa suspenséo foi entdo diluida 1:20 (~5 x 10° UFC/mL).

As amostras foram diluidas em caldo Mueller-Hinton (MHB - Merck,
Darmstadt, Alemanha). No primeiro pogo foi adicionado 190,0 uL de caldo e 10,0 uL
da amostra dos extratos, totalizando 200,0 yL de amostra no pogo, em seguida
foram realizadas as dilui¢des seriadas, transferindo 100,0 yL do primeiro pogo para
0 segundo pogo contendo 100,0 uL de caldo, e repetido do segundo para o terceiro
poco, seguido do descarte dos 100 pL finais na pipeta. O procedimento foi realizado
até a obtencdo das concentragées 1000 pg/mL; 500 pg/mL e 250 pg/mL em
microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma de “U" (FIGURA 14). A
inoculacao foi realizada com o acréscimo de 10 uL de suspensdo bacteriana em
cada poco, em fluxo laminar. O controle negativo, para confirmar a nao interferéncia
do liquido diluente nos resultados, foi realizado no quarto pogo, utilizando 95 uL de
caldo e 5 yL de DMSO, totalizando 100 uL. O teste foi realizado em triplicata e as

microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 18 horas.
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FIGURA 14 — MICROPLACAS DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM AMOSTRAS DE
S. tetrandra ANTES DA INCUBACAO

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Amostras: F — Folhas; G — Galhos; E.C — E. coli; E.F — E. faecalis; P.A — P. aeruginosa;
S.A - S. aureus; C — Controle.

Por ultimo, apés as 18 horas, foi realizada a leitura dos resultados da
inibicao total do crescimento bacteriano a olho nu. A formacgao de turbidez nos pogos
foi interpretada como auséncia da atividade antibacteriana, enquanto o meio limpido
foi considerado como presenca de atividade antibacteriana.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 ESTUDO MORFOANATOMICO
4.1.1 Estudo macroscopico

Os resultados macroscopicos da morfologia de Symplocos tetrandra Mart.
mostraram folhas simples, alternas espiraladas, de consisténcia membranacea a
cartacea e glabra (FIGURA 15). Na face adaxial, a cor varia de verde claro a escuro,
brilhante, na face abaxial, verde levemente amarelado claro. As laminas sao do tipo
eliptica, com margem lisa na porgao inferior e serreada no tergo distal superior, a

descricao morfolégica vai de acordo com a realizada por Aranha Filho (2011).

FIGURA 15 — MORFOLOGIA DAS FOLHAS DE S. tetrandra
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FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: A: galho de planta. B: folha face adaxial. C: folha face abaxial. Barra de escala: A = 3 cm;
B,C=1cm.

A medicao de vinte individuos do comprimento e largura do limbo da folha e

do peciolo em centimetros (cm) estao representados na tabela 5.
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TABELA 5: RESULTADOS DAS MEDIDAS DO LIMBO E PECIOLO DE S. tetrandra

Média (cm) *DP

Limbo comprimento 8,5 0,65
Limbo largura 3,3 0,23
Peciolo comprimento 0,6 0,15

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: + DP — Desvio padrédo; cm (centimetros).

A média de tamanho encontrado em relacdo ao comprimento do limbo é 8,5 cm
e 3,3 cm de largura (tabela 5). O apice € obtuso a agudo, a base é aguda a obtusa,
as vezes atenuada e a nervagdo do tipo peninérvea, broquidodroma, nervura
primaria plana a sutilmente impressa, nervuras secundarias discretas, nervuras
terciarias escalariformes, inexpressivas, folhas persistentes a caducas, dados de
acordo com a classificagdo de morfologia de Almeida (2018).

Observa-se a presenga de peciolo na folha, em que a média do comprimento
do peciolo foi de 0,6 cm (tabela 5), possui cor verde amarelado brilhante, plano a
sutiimente canaliculado, sem indumento. O caule é circular, de cor verde amarelado
brilhante, quando jovens, a marrom, quando maduros (figura 20a), conforme
observado em Aranha Filho (2011).

A descricao taxonbmica de S. tetrandra realizada por Aranha Filho (2011),
mostrou ramo maduro raramente lenhoso, esverdeado, amarelo-esverdeado ou
marrom-esverdeado; gema glabra; primérdios foliares glabros, raramente pilosos
com os tricomas semelhantes a papilas. Folhas ao longo do ramo, patentes; peciolo

abaxial arredondado, adaxial plano ou céncavo; lamina rébmbica ou eliptica.

4.1.2 Analise microscopica

Pela visualizagdo frontal, ambas as faces da folha apresentam células
poligonais de paredes espessas (FIGURA 16B). Na face adaxial ndo foi observado a
presenca de estbmatos, porém, na face abaxial, os estdmatos identificados séo do
tipo paracitico (FIGURA 16A,C), ou seja, possuem duas células anexas dispostas

paralelamente ao maior eixo do estdmato, sendo classificada como hipoestomatica.
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FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Microscopia eletrénica de varredura. A: face abaxial; B: face adaxial; Microscopia optica.
C (face abaxial), D (face adaxial): epiderme em vista frontal (reagente: safranina); E, F, G, H:
reagentes: fucsina basica e azul de astra] [co: colénquima; ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; es:
estdmato; fi: fibras; fl: floema; fv: feixe vascular; os: osteoesclereides; pe: parénquima esponjoso; pf:
parénquima fundamental; pp: parénquima palicadico; xi: xilema]. Barra de escala: A = 20 ym; B = 50
um; C,D, E, F, G,H =100 uym.
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Em vista da secgao transversal, a epiderme € unisseriada (FIGURA 16E,H),
sendo maior na face adaxial e possui cuticula espessa em ambas as faces. O
mesofilo dorsiventral apresenta duas camadas de parénquima palicadico com
células colunares e a segunda camada de células alternadas entre colunares,
lobadas e esféricas (FIGURA 16H). O parénquima esponjoso apresenta cerca de
sete camadas. Ha presenca de feixe vascular colateral de pequeno porte,
circundado por bainha parenquimatica alternada com fibras apostas ao floema e
xilema do mesofilo (FIGURA 16E).

A nervura central apresenta um feixe colateral semicircular, com xilema voltado
para a face adaxial e floema para a face abaxial. Ainda, observou-se a presenga de
células esclerenquimaticas (fibras) envolvendo a regido do feixe vascular (FIGURA
16G) e esclereides melhor evidenciadas nos testes histoquimicos (FIGURA 19).
Foram observadas drusas e esclereides, do tipo osteoesclereides, no mesofilo
(FIGURA 16E,F), formadas por oxalato de calcio e carbonato de calcio, na regido da
nervura central e mesofilo da folha em maior quantidade.

O peciolo apresenta o formato plano-convexo (FIGURA 17A), a epiderme é
unisseriada e apresenta cuticula delgada. O colénquima angular pode ser
visualizado em trés camadas, seguido de dez camadas de parénquima fundamental.

Cristais de oxalato de calcio do tipo drusas estdo distribuidos por todo o
peciolo (FIGURA 17D,F), sendo observado também a presencga de raros cristais
prismaticos na regido do parénquima fundamental (FIGURA 17E). Foi evidenciada
maior quantidade de cristais no peciolo, em relacdo a nervura central, mesofilo e
caule. Os cristais sao classificados como substancias ergasticas, resultante do
metabolismo celular, relacionados a funcao de defesa da planta contra predadores,
sendo encontradas em células denominada idioblasticas (RODRIGUES et al., 2015).

O feixe vascular é colateral em arco aberto (FIGURA 17B), sendo o floema
envolto por pequenos e alternados grupos de fibras (FIGURA 17C), as quais

aparecem em maior quantidade abaixo do xilema.
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FIGURA 17 — ANATOMIA DO PECIOLO DE S. tetrandra

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Corte transversal - microscopia o6ptica, A, B, C, D: cortes corados com fucsina basica e
azul de astra. [Microscopia eletrbnica de varredura. E, F] [cp: cristal prismatico; dr: drusa; fi: fibras; fl:
floema; pf: parénquima fundamental; xi: xilema). Barra de escala: A, B, C, D =100 ym; E, F = 10 ym.
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O caule é formado por epiderme uniestratificada e unisseriada, formada por
uma cuticula delgada. Apresenta parénquima cortical, seguido do feixe vascular em
formato circular, em que o floema contorna o xilema que se alterna em regides mais
largas e mais finas, formando trés projecbes mais evidentes e levemente
equidistantes, possuindo medula na regiao central (FIGURA 18A). O feixe vascular é
contornado por uma bainha esclerenquimatica de fibras (FIGURA 18B,C). Cristais do
tipo drusa (FIGURA 18D) foram observados no caule em menor quantidade que nas

demais regides descritas.

FIGURA 18 — ANATOMIA DO CAULE DE S. tetrandra

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Corte transversal - microscopia 6ptica, A, B, C: cortes corados com fucsina basica e azul
de astra. [Microscopia eletrénica de varredura. D] [cx: cortex; dr: drusa; fi: fibras; fl: floema; me:
medula; xi: xilema]. Barra de escala: A, B, C =100 um; D = 20 ym.
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4.1.3 Testes histoquimicos

Os resultados com os reagentes utilizados para os testes histoquimicos,
apresentaram coloragdo com o floroglucinol acidificado na estrutura da folha que
evidenciou a presenca de fibras e esclereides (FIGURA 19A), devido a composi¢ao
de lignina. As esclereides, quando presentes em muitas células, conferem rigidez,
resisténcia e possuem a parede secundaria bem espessada, com pontoacdes
simples, formando longos canais (RODRIGUES et al.,, 2015). Foi observada a
presenca de osteoesclereides (FIGURA 19B) células curtas, cujo lumen tem forma
de osso.

A reacao alaranjada observada na face adaxial da folha (FIGURA 19C) e na
superficie do coértex do caule (FIGURA 19E) indica a presenca de substancias

lipidicas na cuticula, que reagem positivamente com o Sudan lll.
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FIGURA 19 — HISTOQUIMICA DE S. tetrandra

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: [A, B, D: floroglucina/HCI; C, E = Sudam lll. Corte transversal (A: nervura central; B, C:
lamina foliar; D, E: caule) - microscopia 6ptica. [ct: cuticula; cx: cortex; dr: drusa; ep: epiderme; fi:
fibras; fl: floema; me: medula; os: osteoesclereides; pf: parénquima fundamental; pp: parénquima
pali¢adico; xi: xilema]. Barra de escala: A, B, C, D, E = 100 pm.
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4.1.4 Analise dos cristais por EDS e MEV

Os cristais de natureza inorganica, apresentaram composicdo quimica de
oxalato de caélcio, carbonato de célcio ou silica. As formas variam de drusas, com
diversas faces e pontiagudas; rafides, alongados, com forma de agulhas finas;
estildides, longos, estreitos e pontiagudos e cistdlitos, em forma de bolsa. Presentes
nas ceélulas cristaliferas das plantas (RODRIGUES et al., 2015).

Os cristais prismaticos de oxalato de calcio (FIGURA 17E) estao presentes no
peciolo e sdo compostos por 60,5% de oxigénio (O), 17,5% de calcio (Ca) e 22% de
carbono (C), sugerindo a possivel estrutura molecular de CaC,0, (FIGURA 20).

As drusas de oxalato de calcio foram identificadas no peciolo e caule,
respectivamente (FIGURA 17F; 18D). Nesse caso, foram obtidos dois espectros o da
figura 21 que mostra 57% de oxigénio (O), 31,40% de calcio (Ca) e 11,60% de
carbono (C), enquanto o da figura 22 mostra 59,65% de oxigénio (O) e 40,35%.
Ainda, o pico de carbono da figura 22 é pouco evidenciado em relagao ao da figura
21. O teste realizado com o reagente HCI 10% (v/v) néo apresentou efervescéncia,
sendo positivo para cristais de oxalato de calcio. Por fim, os picos sem identificagao
no espectro EDS, correspondem ao elemento ouro, devido ao processo de

metalizacdo da amostra.

FIGURA 20 - ESPECTRO DO CRISTAL PRISMATICO POR EDS DO PECIOLO

¥ Espectro 2

keV

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Composicao de oxalato de calcio CaC,0, ou carbonato de calcio, CaCO; (60,5%
oxigénio, 17,5% calcio, 22% carbono).
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FIGURA 21 - ESPECTRO DA DRUSA POR EDS DO PECIOLO
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FONTE: A autora, 2023.

FIGURA 22 - ESPECTRO DA DRUSA POR EDS DO CAULE
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FONTE: A autora, 2023.

A pesquisa morfoanatdmica de Symplocos nitens (Pohl) Benth. por Silva
(2019) mostrou que as folhas sdo dorsiventrais, hipoestomaticas com idioblastos
contendo drusas. Apresentam feixe colateral semicircular na regido mediana da
folha, faixa cambial, fibras envolvendo o feixe e colénquima angular (SILVA, 2019).
Essas caracteristicas anatébmicas também foram observadas na espécie S.
tetrandra, colaborando com a caracterizagéo do género Symplocos.

A pesquisa morfoanatdmica de S. tetrandra mostrou que as folhas sao
dorsiventrais, hipoestomaticas com idioblastos contendo drusas. Apresentam feixe
colateral semicircular na regido mediana da folha, faixa cambial, fibras envolvendo o
feixe e colénquima angular. Essas caracteristicas anatdbmicas também foram
observadas nas folhas da espécie S. nitens, por Silva (2019).

Outro ponto verificado é a possibilidade de distinguir o parénquima paligadico
e 0 esponjoso de S. tetrandra, enquanto em S. nitens (SILVA, 2019) as células dos
parénquimas nao sao diferenciaveis. No entanto, marcadores anatémicos como a

presenca de tricomas tectores, na regido da nervura mediana de S. nitens (SILVA,
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2019), ndo foram observadas em S. tetrandra. Tais particularidades tornam cada
especie unica, permitindo identifica-las com mais facilidade.

Segundo Silva (2019), a S. nitens é considerada uma espécie acumuladora
de aluminio (Al) devido a presenca do metal em diferentes tecidos, principalmente
na parede das células epidérmicas. Por ser uma caracteristica notada no género, ha
a possibilidade de também estar presente na espécie S. tetrandra.

De acordo com Banerji (1974), o peciolo de Symplocos caudata Wall. ex
G.Don possui feixe vascular no formato em V, a extremidade distal forma um arco e
a bainha é de feixe fibrosa. Ja a Symplocos crataegoides Buch.-Ham. ex D.Don
possui o feixe vascular em forma de meia-lua e a bainha do feixe parenquimatosa
com as células em formato regular. Por fim, a Symplocos racemosa Roxb. possui o
feixe vascular em forma de arco achatado e a bainha do feixe semelhante ao de S.
crataegoides. Nenhuma das espécies supracitadas possui esclerénquima na regiao
cortical.

O peciolo de S. tetrandra ndo possui esclerénquima na regido cortical, assim
como as espécies descritas anteriormente, além disso, apresenta grupos de fibras
préximo ao floema, assim como S. caudata. No entanto, S. tetrandra possui o feixe
vascular em forma de arco aberto, diferentemente de S. caudata, S. crataegoides, S.
racemosa, sendo essa uma caracteristica unica de cada espécie.

Com base nos dados levantados no estudo, € possivel identificar caracteres
morfoanatdmicos que confirmam a classificagao taxonbémica e permitem a distingdo
de S. tetrandra, das demais espécies que compdem o género Symplocos. Além
disso, o conhecimento das estruturas morfolégicas e anatdbmicas pode contribuir
para futuros estudos fitoquimicos, biolégicos e farmacoldgicos relacionados a

especie.

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

4.2.1 Perda por dessecacgao e cinzas totais

Os resultados para a perda por dessecacao e cinzas totais das amostras de

folhas e galhos de S. tetrandra, segundo o calculo em porcentagem da Farmacopeia

Brasileira 62 Edigdo (2019), estdo demonstrados na tabela 6.
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TABELA 6 — RESULTADOS DA PERDA POR DESSECACAO E CINZAS TOTAIS

Amostras Dessecacao (%) + DP Cinzas (%) £ DP
Folhas 4,70 £ 0,08 3,58 + 0,01
Galhos 2,89 + 0,06 2,42 + 0,05

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: + DP — Desvio padrao.

As amostras vegetais secas e trituradas das folhas de S. ftetrandra
apresentaram uma perda por dessecacao de 4,70% e teor de cinzas totais igual a
3,58%, enquanto os galhos secos e triturados apresentaram perda por dessecagao
de 2,89% e cinzas totais de 2,42%.

De acordo com Araujo et al. (2006) os teores de umidade para as amostras
vegetais devem apresentar resultado no limite maximo de 14%, pois 0 excesso de
umidade pode facilitar o desenvolvimento de microrganismos e a acao de enzimas
que degradam constituintes quimicos.

Os resultados de perda por dessecacdo e teor de cinzas podem servir de
parametro relevante no processamento industrial das amostras, ajudando no
controle bioldégico para armazenamento. Ainda, o teor de cinzas serve como
indicador de quantidade de sais minerais e de possivel adulteracdo do material que

contenha compostos inorganicos (ARAUJO et al., 2006).

4.3 ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1 Teor de solidos e rendimento dos extratos e fracdes

O volume resultante de extrato bruto do processo de extracado hidroalcéolico
das folhas de S. tetrandra foi 7440,0 mL, enquanto das amostras dos galhos foi
4760,0 mL de extrato bruto. Apdés homogeneizar as amostras e retirar a aliquota de
5,0 mL, foram determinados os valores de teor de sélidos e rendimento dos extratos

das amostras iniciais das folhas e galhos representados na tabela 7.
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TABELA 7 — RESULTADOS DOS CALCULOS DE TEOR DE SOLIDOS E RENDIMENTOS DOS
EXTRATOS BRUTOS HIDROALCOOLICOS DAS FOLHAS E GALHOS DE S. tetrandra

Volume extrato bruto Teor de sdlidos Rendimento
Amostras Massa vegetal (g)
(mL) (% mlv) (% m/m)
Folhas 1084,13 7440,0 1,620 11,12
Galhos 760,00 4760,0 0,475 2,97

FONTE: A autora, 2023.

O teor de sélidos apresentou resultado de 1,62% para o extrato das folhas e
de 0,475% para o extrato de galhos. Partindo dos valores de massa vegetal em
grama, volume de extrato bruto em mililitro e do teor de sélidos foi possivel calcular o
rendimento do processo de extragao hidroalcéolico, sendo 11,12% para o extrato
das folhas e 2,97% para o extrato dos galhos. Em seguida as amostras dos extratos
brutos foram concentradas em 1/3 do volume inicial.

Apos separar 3,0 g de cada extrato para as analises bioldgicas posteriores, os
extratos brutos foram submetidos ao processo de fracionamento por particao liquido-
liguido em solventes de polaridade crescente, sendo eles hexano, cloroférmio e
acetato de etila, obtendo-se assim as fragbes organicas, chamadas de fragéo
hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente hidroalcdolico. Apds a secura,
com a massa resultante de extrato seco de cada uma, foi possivel calcular o
rendimento de cada fragdo orgénica, em relagdo a quantidade de material vegetal

inicial das folhas e galhos. Os resultados estdo apresentados na tabela 8.

TABELA 8 — RESULTADOS DOS RENDIMENTOS DAS FRACOES DAS FOLHAS E GALHOS

FOLHAS
Fracoes Massa (g) Rendimento (%)
Hexano 41,9027 3,86
Cloroférmio 2,0806 0,19
Acetato de etila 4,3759 0,40
Remanescente 0,2854 0,03
GALHOS
Fragoes Massa (9) Rendimento (%)
Hexano 0,5269 0,07
Cloroférmio 3,8613 0,51
Acetato de etila 0,6174 0,08
Remanescente 1,7750 0,23

FONTE: A autora, 2023.
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As fragcOes organicas tiveram um baixo rendimento em relacdo a massa
vegetal inicial, com excec¢do da fracdo hexano das folhas, podendo sugerir que os
compostos quimicos ou metabdlitos presentes na espécie S. tefrandra possuem
caracteristicas menos polares, podendo apresentar cadeias carbdnicas mais longas

e baixa solubilidade em agua.

4.3.2 Perfil fitoquimico

O ensaio sistematico fitoquimico permite avaliar de forma qualitativa a
presenca dos principais grupos quimicos nas drogas vegetais, por meio de reagdes
de coloragéo e precipitagdo dos constituintes pesquisados (MIGUEL, 2003).

As anadlises organolépticas que avalia as caracteristicas percebidas pelos
sentidos humanos, como cor, odor, pH e sabor dos extratos alcodlicos e aquosos de
S. tetrandra, realizadas de acordo com Miguel (2003), apresentaram os seguintes
resultados para o extrato alcodlico das folhas: cor verde esmeralda, sabor amargo,
odor mato-grama adocicado e pH igual a 5. O extrato alcodlico dos galhos manteve
as caracteristicas com excecao da cor, sendo um tom verde claro.

O extrato aquoso das folhas apresentou a cor castanho, sabor amargo, odor
de cha amargo e pH igual a 6. As caracteristicas organolépticas se mantiveram para
0 extrato aquoso dos galhos.

Os resultados obtidos nas analises preliminares para caracterizagao dos
compostos fitoquimicos, das fragdes organicas do extrato hidroalcoolico e do extrato
aquoso das folhas e galhos presentes na espécie S tetrandra estdo apresentados

nas tabelas 9 e 10.
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TABELA 9 — PERFIL FITOQUIMICO DAS FRACOES DAS FOLHAS E GALHOS DE S.tetrandra

METABOLITOS

SECUNDARIOS ANALISES AMOSTRAS
Folhas Galhos
FH FC FAE FR FH FC FAE FR
R. Bertrand - - - - - - - -
R. Bouchardat - - - - - - - -
Alcaloides
R. Dragendorff - - - - - - - -
R. Mayer - - - - - - - -
Antraquinonas R. Borntrager - - - - - - - -
Cumarinas N.A - + + - - + + -
Esteroides / Triterpenos Liebermann + o+ + - + o+ + -
Burchard
Flavonoides - - - - - - - -
Flavonoides Oxalico bérico - - - - - - - -
Zinco em HCI - - - - - - - -
Iridoides N.A - - - - - - - -
Leucoantocianidinas N.A - - - - - - - -

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDAS: R. (reagente); N.A — Nao aplicavel; FH - Fragdo hexano; FC - Fragéo cloroférmio; FAE -
Fragéo acetato de etila; FR - Fracao remanescente. — (negativo); + (positivo).

Os resultados das fragdes orgénicas do extrato hidroalcéolico das folhas e
galhos, mostraram a presenga de cumarinas, devido a fluorescéncia verde
amarelado leve (FIGURA 23), emitida sob a luz ultravioleta UV, nas fragbes
cloroférmio e acetato de etila. Também foi identificado a presenga de esteroides,
devido a reagcdo com coloracdo verde (FIGURA 24), identificando a presenca de
fungcédo hidroxila (OH) na molécula esteroidal. Ainda, o n&o desenvolvimento de
coloragcédo nas reagdes de pesquisa de flavonoides, sugere a possivel presencga de

compostos como flavonas, isoflavonas e flavononas, de acordo com Miguel (2003).
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FIGURA 23 - CUMARINAS COM FLUORESCENCIA VERDE AMARELADO

FONTE: A autora, 2022.

FIGURA 24 - ESTEROIDES COM COLORACAO VERDE PELA REACAO DE LIEBERMANN
BURCHARD
B==a1

S

FONTE: A autora, 2022.



TABELA 10 — PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO AQUOSO DE S. tetrandra

METABOLITOS

SECUNDARIOS ANALISES AMOSTRAS

Folhas Galhos

Antocianinas N.A - -

Cianogénicos M. Guignard - -

Aminogrupo Ninhidrina + +

Saponinas Espuma + +

Cianeto de potassio - -

Taninos Cloreto férrico + +

Dicromato de
potassio

Gelatina

Emetina

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: N.A — Nao aplicavel; — (negativo); + (positivo).

Os resultados do extrato aquoso das folhas e galhos, mostraram a presenca

de taninos devido a reagao de precipitagdo com o cloreto férrico, formando um

precipitado de tom marrom esverdeado,

condensados nas amostras. Foi identificado a presenga de saponinas pela analise
de espuma, devido a formacao de espuma persistente (FIGURA 25) durante trinta

minutos, a partir da vigorosa agitacéo e a presenga de aminogrupo por apresentar a

coloracao rosacea ao nebulizar o papel filtro com ninhidrina.

FONTE: A autora, 2023.

indicando a presenca de taninos
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4.3.3 Extracao do 6leo essencial

Nao foi obtido o6leo essencial de S. ftetrandra durante o processo de

hidrodestilagao por arraste a vapor.

4.3.4 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é usada para avaliar as
caracteristicas qualitativas dos principais grupos quimicos que constituem os
principios ativos das drogas vegetais, como os metabdlitos presentes nos extratos e
fragbes organicas, utilizando reveladores que provocam reag¢des de coloragéo e
fluorescéncia (MIGUEL, 2003). Pela analise por CCD foram encontrados os

resultados descritos na tabela 11.

TABELA 11 — CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DAS FRACOES

METABOLITOS

SECUNDARIOS AMOSTRAS

Folha Galho
FH FC FAE FR FH FC FAE FR

Alcaloides - - - + - - - +
Cumarinas - - - - - - - -
Terpenos + - - - + - - -
Flavonoides - - - - - - + -

Taninos - - - - - - - -

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDAS: FH - Fracdo hexano; FC - Fracdo cloroférmio; FAE - Fracdo acetato de etila; FR -
Fracédo remanescente; — (negativo); + (positivo).

Foram utilizados padrdes para comparagédo com as amostras, como o lupeol,
marcador para a pesquisa de triterpenos, o estigmasterol que € usado para pesquisa
de substancias esteroidais, a quercetina para verificar a presencga de flavonoides e a
papaverina para pesquisa de alcaloides.

O lupeol é um triterpeno, do tipo triterpenoide pentaciclico com a fungao

alcool secundaria, € encontrado em frutas e vegetais, como nas cascas das
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sementes de tremocgo, seringueiras, casulos de Bombyx mori, latex de abetos e
espécies como Ficus auriculata e Ficus septica. E descrito possuir atividade de
induc&o de morte celular de carcinoma espinocelular na regido da cabega e pescogo
(LEE et al., 2007; PUBCHEM, 2023).

O estigmasterol, assim como o campesterol e sitosterol sao fitosterdis ou
esterdis vegetais, em que a fungdo e estrutura nas plantas € similar ao colesterol
humano (MARANGONI; POLI, 2010), exerce o papel de manutencao das estruturas
e funcionalidades nas células vegetais, como a bicamada lipidica (BRUFAU;
CANELA; RAFECAS, 2008).

A quercetina € um flavonoide, pentahidroxiflavona, com cinco grupos
hidroxilas, € encontrada em altas concentragdes em macas, frutas vermelhas,
tomate, cebola e vinho tinto. Possui acédo antibacteriana e antioxidante, sendo que
no organismo humano, melhora a funcado metabdlica, modulando a inflamacao e
diminuindo o colesterol sérico, estando disponivel como suplemento nutricional
comercialmente (ANDRES et al., 2018; PUBCHEM, 2023; SHOSKES et al., 2005).

O padrao utilizado para alcaloides, denominado papaverina, € um alcaloide
benzilisoquinolina, que provém da molécula isoquinolina substituida por dois grupos
metoxi e um grupo dimetoxibenzil. E encontrada na espécie Papaver somniferum,
conhecida popularmente como 6pio, tem agao vasodilatadora, antiespasmoddica e
usada para tratamento da disfuncédo erétil (KIM; EL-RASHIDY; MCVARY, 1995;
PUBCHEM, 2023).

O resultado para terpenos foi positivo, na fragado hexano (FIGURA 26) das
folhas e galhos de S. tetrandra, utilizando a comparagdo com o estigmasterol, pois
os esteroides sao triterpenos modificados (MIGUEL, 2003) que estéo inclusos dentro
dessa classe de constituinte quimico. Reforgcando o resultado positivo, obtido no

perfil fitoquimico para esteroides.
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XANO PARA TERPENOS

el e Dt T

L

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDAS: HF - Fragao hexano; ET; E — Estigmasterol; G — Galho; F — Folha; L - Lupeol.

E possivel observar a formacédo das bandas nas amostras das folhas e galhos
e comparar com a do estigmasterol, pois possuem os Rfs parecidos (FIGURA 26),
demonstrando que € possivel o composto estar presente nas amostras utilizadas ou
um esterol de composigdo quimica parecida. A revelagédo fica mais nitida com a
utilizacdo da vanilina sulfurica 1% que mostrou as bandas na coloragao violacea-
avermelhada. Ainda foi possivel observar que o lupeol, um triterpeno, ao ser
revelado, demonstrou Rf equivalente ao das amostras das folhas e galhos, indicando
a possibilidade da presencga de triterpenos nas amostras. Mostrando que a espécie
S tetrandra pode ser rica nos compostos terpénicos.

Os resultados corroboram com o levantamento realizado por Badoni (2010)
que descreve a presencga de a-spinasterol, um esteroide, isolado da casca do caule
de S. spicata que mostrou potente atividade anti-inflamatéria de edema induzidos
em ratos, além de triterpenos encontrados a partir de extrato metandlico de
Symplocos paniculata Miq., entre eles o acido ursolico e acido corosalico.

As bandas que ficaram retidas no ponto de aplicagdo e coraram com o
revelador, ndo sofreram deslocamento com a fase mével utilizada, pois podem estar
relacionadas com compostos saponinicos, que também reagem com a vanilina

sulfurica 1%, porém possuem alta polaridade, ndo sendo compativel com a fase
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movel utilizada que carreia compostos de baixa polaridade, como os esteroides e
triterpenos.

Foi notado a possivel presengca de alcaloides na fragdo hidroalcoolica
remanescente, ao revelar com o reagente de Dragendorff, notou-se a mancha
vermelha nas amostras dos galhos e folhas, porém nao houve deslocamento das
bandas e as placas ficaram manchadas (FIGURA 27). Entdo, optou-se por uma
adaptacdo da fase movel de metanol, cloroférmio e aménia (8:2:1) e testado mais

um revelador a Ninhindrina.

FIGURA 27 - CCD DA FRACAO REMANESCENTE PARA ALCALOIDES

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDAS: R - Fragao remanescente; F — Folha; G — Galho.

E possivel notar que a fase mével e o revelador adotados foram mais
favoraveis para a separagao das bandas das amostras (FIGURA 28). Nesse caso, &
possivel afirmar que ha a presenga de compostos nitrogenados, nao
necessariamente um alcaloide, pois tanto no perfil fitoquimico, como nas fracboes
hexano, cloroféormio e acetato de etila, ndo foi identificado positividade para as
pesquisas de alcaloides. Na placa cromatografica, podem ser visualizadas as
bandas rosaceas (FIGURA 28), mais em destaque na fragdo remanescente dos
galhos, o padrdo utilizado para alcaloides, a papaverina, mostrou uma coloragao

rosa bem suave nessa pesquisa.



77

FIGURA 28 - CCD DA FRACAO REMANESCENTE PARA AMINOGRUPO

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDAS: R - Fragao remanescente; F — Folha; G/C — Galho/Caule; P — Papaverina.

Os alcaloides sao compostos organicos de carater basico com nitrogénio
ligado ao anel heterociclico (MIGUEL, 2003), porém nem todo composto nitrogenado
presente nas plantas sao alcaloides, assim é possivel que a CCD com Ninhindrina,
revelador especifico para aminogrupo, possa ter identificado algum tipo aminoacido
presente na fragdo remanescente.

No estudo fitoquimico realizado por Devmurari (2010), mostrou a presenca de
alcaloides no extrato etandlico 95% (v/v) do p6 da casca de S. racemosa, além de
carboidratos, glicosideos, saponinas e terpenoides. Esse extrato etandlico ao ser
testado em diferentes tipos de bactérias, mostrou uma boa atividade antibacteriana,
com excegao das bactérias gram negativas que nao houve inibigdo de crescimento.

Na pesquisa por possiveis metabdlitos presentes em S. tetrandra foi
identificado a presenca de flavonoides na fragdo acetato de etila dos galhos, uma
banda bem suave em tom amarelado, correspondeu ao padrdo da quercetina
utilizado como padrao para identificacao de flavonoides e a revelacao realizada com
reagente de NEU em radiagao ultravioleta (UV) (FIGURA 29).
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FIGURA 29 - CCD DA FRACAO ACETATO DE ETILA PARA FLAVONOIDES

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDAS: AE - Fracao acetato de etila; F — Folha; G/C — Galho/Caule; Q — Quercetina.

No perfil fitoquimico ndo foi identificado a presenga de flavonoides nas
reacdes de coloracido realizadas, apenas na CCD foi possivel identificar, assim
essas variagdes nas pesquisas podem estar relacionadas as metodologias
empregadas e o método de extragdo realizado, assim € importante empregar
métodos diferentes nas pesquisas de compostos metabdlicos, com o intuito de
complementar os resultados obtidos.

Foram encontrados estudos com alguns flavonoides no género Symplocos
como o glicosideo flavonol, denominado Simplocosideo (figura 7) na espécie S
uniflora (TSCHESCHE et al., 1980) e na espécie S. paniculata que mostrou
quantidade relevante na pesquisa de fendlicos totais nas fragdes aquosa e oleosa da
fruta da espécie e boa capacidade antioxidante na fragdo metandlica (KUSUMA;
KUMAR; CHITRA, 2018).

O estudo cromatografico em camada delgada juntamente com o perfil
fitoquimico permitem direcionar a pesquisa de metabdlitos encontrados nas plantas,

a fim de caracterizar e isolar um possivel composto quimico de interesse biolégico
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ou farmacoldgico que possa estar presente em S. tetrandra. E possivel realizar a
coluna cromatografica dos extratos e fragbes organicas obtidos para separar os
compostos de uma forma mais pura e seguido da identificacdo da estrutura quimica
das moléculas por técnicas como ressonancia magnética nuclear (RMN) e radiagéo

infravermelha (1V).

4.3.5 Fendlicos totais

Os compostos fendlicos estao presentes nos vegetais na forma livre ou ligados
a agucares, sendo chamados de glicosideos fendlicos, e proteinas, alguns exemplos
incluem flavonoides, &cidos fendlicos, cumarinas e derivados, largamente
distribuidos no reino vegetal (CROFT, 1998; RIBEREAU-GAVON, 1968). S&o os
principais compostos relacionados a capacidade antioxidante das drogas vegetais, a
atividade dos antioxidantes fendlicos se baseia em sequestrar radicais livres e
funcionam como quelantes de metais (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBYLIA, 2002;
SHAHIDI et al., 1992).

O método de Folin-Ciocalteu se baseia na mistura de acidos fosfotunguistico e
fosfomolibidicos em meio basico, responsavel pela coloragdo amarelada, assim
quando presentes, os compostos fendlicos sofrem oxidagao, formando oxigénio O2
que reage com os acidos no meio, levando a alteracdo de cor. E utilizado para
doseamento de fendis totais e ajuda a correlacionar os resultados com métodos de
verificacdo da capacidade antioxidante, devido a transferéncias de elétrons que
ocorre durante as reac¢des analisadas desses métodos (SINGLETON; ROSSI, 1965).

Os resultados do ensaio de fendlicos totais estao representados na tabela 12,
expressos em micrograma equivalente de acido galico por miligrama de amostra (pg
EAG/mg). As amostras provenientes dos galhos de S. tetrandra, apresentaram
valores superiores as amostras das folhas, com excec¢ao da fragdo remanescente. O
maior valor do teor de fendlicos totais foi observado no extrato bruto dos galhos
(1445,83 pg EAG/mg), seguida das fracbes hexano e cloroférmio dos galhos e

fracao cloroférmio das folhas.
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TABELA 12 — TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DAS
FOLHAS E GALHOS DE S. tetrandra

FENOLICOS TOTAIS (pg

AMOSTRAS + DESVIO PADRAO
EAG/mg)
EBF 836,11 +17,25
FHF 1077,77 + 60,57
FCF 1144,44 + 54,54
FAF 284,72 + 54,88
FRF 498,61 + 31,68
EBG 1445,83 + 6,36
FHG 1194,44 + 36,80
FCG 1172,22 + 34,28
FAG 644,44 + 42,04
FRG 408,33 + 21,65

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: EBF - Extrato bruto de folhas; FHF - Fragao hexano de folhas; FCF - Frag&o cloroférmio
de folhas; FAF - Fracdo acetato de etila de folhas; FRF - Fragcdo remanescente de folhas; EBG -
Extrato bruto de galhos; FHG - Fracado hexano de galhos; FCG - Fragéo cloroférmio de galhos; FAG -
Fragéo acetato de etila de galhos; FRG - Fragao remanescente de galhos; pg EAG/mg — micrograma
equivalente de acido galico por miligrama.

O estudo com a espécie Symplocos paniculata mostrou conteudo relevante de
fendlicos totais no fruto da espécie, sugerindo que a fruta tem potencial de recursos
naturais antioxidantes e que poderia ser utilizada em alimentos funcionais ou
medicamentos para a prevencdo e tratamento de doencgas causadas por estresse
oxidativo (FU, et al., 2010). Assim pode ser sugerido a coleta do fruto para futuras

analises e pesquisas dos compostos fendlicos na espécie S. tetrandra.

4 .3.6 Flavonoides totais

Os flavonoides possuem uma estrutura basica formada por Ce-C3-Cs, sao
derivados da benzo-y-pirona constituida por anéis fendlicos e piranos. O grupo é
constituido pelas antocianidinas, flavonas, flavondis, auronas, isoflavonas, a
diferengca entre os compostos esta no numero de substituicbes e grupamentos
quimicos ligados a molécula, como hidroxilas, metilas, sulfas e glicosideos,
apresentam grande variedade estrutural e geralmente estao relacionados a atividade
antioxidante e antimicrobiana (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBYLIA, 2002; SHAHIDI et
al., 1992; SOARES, 2002)
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Os resultados do ensaio de flavonoides totais estdo representados na tabela
13, expressos em micrograma equivalente de quercetina por miligrama de amostra
(ng EQ/mg). As amostras provenientes dos galhos e folhas de S. tetrandra,
apresentaram valores parecidos, sendo que o maior valor do teor de flavonoides

totais foi observado na fracdo remanescente dos galhos (72,58 pg EQ/mg).

TABELA 13 — TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DAS
FOLHAS E GALHOS DE S. tetrandra

FLAVONOIDES TOTAIS (pg

AMOSTRAS + DESVIO PADRAO
EQ/mg)
EBF 61,06 +0,19
FHF 60,37 + 0,06
FCF 71,58 + 0,06
FAF 71,53 + 0,06
FRF 71,55 +0,03
EBG 67,67 +0,13
FHG 68,96 + 0,37
FCG 71,90 + 0,09
FAG 67,41 +0,12
FRG 72,58 +0,01

FONTE: O autor, 2023.

LEGENDA: EBF - Extrato bruto de folhas; FHF - Fragao hexano de folhas; FCF - Fracao cloroférmio
de folhas; FAF - Fracao acetato de etila de folhas; FRF - Fracdo remanescente de folhas; EBG -
Extrato bruto de galhos; FHG - Fragdo hexano de galhos; FCG - Fragao cloroférmio de galhos; FAG -
Fracéo acetato de etila de galhos; FRG - Fracdo remanescente de galhos; pg EQ/mg — micrograma
equivalente de quercetina por miligrama.

Os resultados encontrados para flavonoides totais em S. tetrandra das folhas
e galhos sao os primeiros descritos da espécie, incluindo o género e familia, pois
nao foi encontrado estudos de investigacdo do teor de flavonoides totais, até o

momento, para comparagao.

4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Radical DPPH

O método de analise indireto utilizando o radical DPPH, se baseia na

capacidade antioxidante da amostra de sequestrar o DPPHe do meio, ou seja, de

fornecer um atomo de hidrogénio, como doador de prétons, reduzindo o radical
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DPPH para hidrazina, composto de cor amarelo palido. A avaliagao é feita por
espectroscopia, que ao capturar o DPPHe evitando a oxidagdao, mede a diminui¢ao
da absorbancia pela redu¢cao de DPPHe restante no sistema, sendo proporcional a
capacidade antioxidante da amostra (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; SANCHEZ-
MORENO, 2002).

O ensaio do radical DPPH é de facil reprodutibilidade, preciso e os resultados
podem ser comparados a outros métodos de capturas de radicas livres. Ja foi
aplicado em estudos para avaliar a capacidade antioxidante de taninos hidrolisados,
compostos fendlicos, acidos fendlicos, flavonoides, hidroxi-flavonas, catequinas,
resveratrol e polissacarideos (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os resultados do ensaio da capacidade antioxidante do radical DPPH estao
representados na tabela 14, expressos em micrograma equivalente de trolox por
miligrama de amostra (ug EQT/mg). As amostras provenientes dos galhos e folhas
de S. tetrandra, apresentaram valores semelhantes entre os extratos bruto e as
fracbes, com destaque a amostra da fracdo cloroférmio dos galhos (7720,227 pg
EQT/mg), que demonstrou visualmente a mudanga de coloragédo para amarelo
palido na placa (FIGURA 11), seguida da fragao cloroférmio das folhas (7373,900 pg
EQT/mg).

TABELA 14 — RESULTADOS DA CAPACIDADE DE CAPTURA DO RADICAL DPPH DAS
AMOSTRAS DE S. tetrandra

AMOSTRAS RADICAL DPPH (pg EQT/mg)
EBF 5144,304
FHF 4339,297
FCF 7373,900
FAF 4391,306
FRF 6722,659
EBG 5697,406
FHG 4458,230
FCG 7720,227
FAG 4203,404
FRG 7076,397

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: EBF - Extrato bruto de folhas; FHF - Fragdo hexano de folhas; FCF - Fracao cloroférmio
de folhas; FAF - Fracdo acetato de etila de folhas; FRF - Fragcdo remanescente de folhas; EBG -
Extrato bruto de galhos; FHG - Fragado hexano de galhos; FCG - Fragéo cloroférmio de galhos; FAG -
Fragéo acetato de etila de galhos; FRG - Fragdo remanescente de galhos; pg EQT/mg — micrograma
equivalente de trolox por miligrama de amostra.
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Na pesquisa realizada por Sunil et al. (2012) com o extrato metandlico das
cascas de S. cochinchinensis foi demonstrado a capacidade redutora com o
aumento da quantidade de amostra inserida no meio do radical DPPH. No ensaio,
para verificar o potencial antioxidante do extrato, foi percebido significativa atividade
dose-dependente, com inibicao de 50% (ICso) na concentracao de 820,34 pg/mg.

O extrato metandlico da espécie S. paniculata foi avaliado primariamente
quanto ao potencial de sequestro de radicais livres estaveis pelo radical DPPH,
como resultado, o extrato exibiu a atividade sequestradora do DPPHe nos critérios
de inibicédo ICs0 de 23,0 mg/g (BADONI et al., 2010).

A espécie S. tefrandra ainda nao possui estudos quanto as propriedades
antioxidantes de captura do radical DPPH, sendo o primeiro estudo realizado para
investigacdo das amostras de folhas e galhos da espécie, levando em conta a
equivaléncia de trolox e porcentagem, ainda é possivel verificar o potencial
antioxidante do fruto e flores, além de empregar outros métodos de capacidade
redutora de radicais como ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

e FRAP (poder antioxidante de reducéao de ions ferro Il para Il).

4.4.2 Reducgéo do fosfomolibdénio

O ensaio de redugcdo do fosfomolibdénio se baseia na conversdo por um
agente redutor do molibdénio (VI) para molibdénio (V), na presenga de compostos
antioxidantes presentes na amostra, que leva a formagao de um complexo de fosfato
molibdénio (V) de cor verde. Esse complexo € avaliado por espectrofotometria no
pico 6timo de 695nm em um ambiente com pH &cido. E um método de boa
reprodutibilidade, aplicado para avaliar a capacidade antioxidante de extratos
vegetais e vitamina E em graos e sementes (PRIETO et al., 1999).

A atividade antioxidante das amostras dos extratos bruto e fragdes organicas
das folhas e galhos de S. tetrandra, foram calculadas em relagdo ao controle acido
ascorbico, que foi considerado pelos calculos, como 100% de atividade antioxidante
seguindo o modelo fosfato molibdénio.

O acido ascorbico, utilizado como padréao, também conhecido como vitamina C,
€ um antioxidante de alto potencial, pois impede a perda de elétrons das amostras,

devido a facil oxidagao, por apresentar hidroxilas ligadas a dupla ligagédo carbono-
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carbono (C=C) e um grupo redutor na sua estrutura, a redutona, do grupo quimico
das cetonas (BOBBIO; BOBBIO, 1995). E usado como ingrediente e aditivo na
industria alimenticia devido a suas propriedades antioxidante e redutora (FENNEMA
et al., 2010).

Os resultados estdo apresentados na tabela 15 em porcentagem de
equivalente de acido ascorbico (% EQAA):

TABELA 15 — RESULTADOS DO ENSAIO DE REDUCAO DO FOSFOMOLIBDENIO DAS
AMOSTRAS DE S. tetrandra

AMOSTRAS %EQAA DP
EBF 7,22 0,33
FHF 9,17 1,56
FCF 8,10 6,48
FAF 3,82 5,78
FRF 9,35 1,81
EBG 8,23 0,58
FHG 8,56 2,07
FCG 14,95 1,01
FAG 5,89 7,32
FRG 12,20 0,35

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: EBF - Extrato bruto de folhas; FHF - Fragao hexano de folhas; FCF - Fracao cloroférmio
de folhas; FAF - Fracdo acetato de etila de folhas; FRF - Fragcdo remanescente de folhas; EBG -
Extrato bruto de galhos; FHG - Fragdo hexano de galhos; FCG - Fragéo cloroférmio de galhos; FAG -
Fracdo acetato de etila de galhos; FRG - Fragdo remanescente de galhos; %EQAA — porcentagem
equivalente de acido ascorbico; DP — Desvio padrao.

As amostras provenientes dos galhos e folhas de S. tetrandra, apresentaram
valores semelhantes entre os extratos bruto e as fragdes, com destaque a amostra
da fragao cloroférmio dos galhos (14,95 %EQAA), que demonstrou visualmente a
coloracao verde azulada mais acentuada na microplaca (FIGURA 12), seguida da
fragdo remanescente dos galhos (12,20 %EQAA).

Nao foram encontrados estudos de investigacdo do potencial antioxidante
utilizando o método de redugao fosfomolibdénio para comparagéo, até o momento,

assim os resultados encontrados para as folhas e galhos de S. tetrandra sao os
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primeiros descritos da espécie, incluindo o género e familia, sendo um resultado
inédito, assim como o teor de flavonoides.

Com os resultados das investigagdes de capacidade antioxidante foi possivel
notar que a amostra proveniente da fragao cloroférmio dos galhos de S. tetrandra é
a mais promissora quanto ao potencial antioxidante, por apresentar valores elevados
nos ensaios de fosfomolibdénio, radical DPPH, fendlicos e flavonoides totais,
quando comparado as outras amostras. Ainda € possivel realizar outros métodos de
investigacdo antioxidante, realizar coluna cromatografica na tentativa de isolar e
identificar o possivel composto responsavel pela atividade, assim como pesquisar

outras partes da planta como o fruto e flores.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4 5.1 Teste de letalidade frente Artemia salina Leach

O ensaio frente aos microcrustaceos, denominados Artemia salina Leach,
permite avaliar de forma preliminar a toxicidade de extratos vegetais e compostos
bioativos, pela concentragéo letal (CLso) em pg/mL nas pesquisas com produtos
naturais (MEYER et al., 1982).

O bioensaio é aplicado na detecgao da toxicidade de compostos bioativos,
analise de residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos, niveis de poluentes e
toxinas presentes no ambiente marinho. Além disso, € um método de facil execugao,
rapido e de baixo custo (MEYER et al., 1982).

Os resultados do bioensaio de toxicidade frente A. salina estdo demonstrados

na tabela 16.
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TABELA 16 — RESULTADOS DO TESTE DE TOXICIDADE PRELIMINAR FRENTE Artemia salina
DAS AMOSTRAS DE S. tetrandra

Amostra Mortalidade / Concentragéao (ug/mL)
50 100 250 500 750 1000 Clso IC 95%
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

EBF 0 1 0 1 7 17 >1000 -
FHF 0 0 0 0 1 2 >1000 -
FCF 0 0 0 1 3 3 >1000 -
FAF 0 0 1 1 3 6 >1000 -
FRF 0 0 1 3 4 5 >1000 -
EBG 1 2 2 3 12 13 >1000 -
FHG 1 5 5 7 10 13 >1000 -
FCG 1 5 5 6 11 14 >1000 -
FAG 0 0 1 1 >1000 -
FRG 0 0 0 2 >1000 -
Branco 0 0 0 0 0 >1000 -

SQ 5 7 19 28 30 34 451,168 351,043

603,206

FONTE: A autora, 2023.

LEGENDA: EBF - Extrato bruto de folhas; FHF - Fragdo hexano de folhas; FCF - Fracao cloroférmio
de folhas; FAF - Fracdo acetato de etila de folhas; FRF - Fragcdo remanescente de folhas; EBG -
Extrato bruto de galhos; FHG - Fragado hexano de galhos; FCG - Fragéo cloroférmio de galhos; FAG -
Fracdo acetato de etila de galhos; FRG - Fragdo remanescente de galhos; SQ — Sulfato de quinidina;
CLso — Concentragéao letal em 50; IC — Intervalo de confianga.

Segundo Meyer et al. (1982), o resultado da concentracao letal (CLso) com
valor menor que 1000 pg/mL frente A. salina representa toxicidade da amostra
analisada. Na pesquisa dos extratos e fragdes de S. tetrandra, os resultados foram
superiores a 1000 pg/mL, assim de acordo com o método ndo sdo consideradas
toxicas.

A baixa toxicidade da espécie, indicada no teste preliminar, mostra indicios
que o uso da planta ndo oferece perigo ao meio ambiente, podendo ser empregada
para pesquisas na area de agricultura e biotecnologia, sendo indicado realizar mais

estudos de toxicidade da espécie.

4.5.2 Atividade antimicrobiana

Apos o periodo de incubagao das placas foram observadas a olho nu, foi

notado a presenca de turbidez (FIGURA 30) nos pogos das placas, indicando que
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houve o crescimento de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e E. faecalis, assim a
analise da atividade antimicrobiana preliminar dos extratos brutos de folhas e galhos
de S. tetrandra, ndo demonstraram uma atividade de inibicdo do crescimento

microbiano.

FIGURA 30 - MICROPLACAS DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM AMOSTRAS DE
~ S. tetrandra APOS A INCUBAGAO

AL e iry o N
T e et e iy

FONTE: A autora, 2023.
LEGENDA: Presencga de turbidez nos pogos das amostras. Amostras: F — Folhas; G — Galhos; E.C —
E. coli; E.F — E. faecalis; P.A — P. aeruginosa; S.A — S. aureus; C — Controle.

O ensaio preliminar da atividade antimicrobiana deve ser realizado com
diferentes tipos de bactérias, com o intuito que sejam testadas pelas suas diferentes
naturezas morfolégicas e bioquimicas, para verificar os grupos que podem ser
sensiveis ou ndo a um agente antimicrobiano e propor um possivel mecanismo de
acdo. E importante que os microrganismos testados possuam bactérias de

diferentes classificagbes como gram positivas e gram negativas, aerdbicos e
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anaerobicos, além de diferentes morfologias como cocos e bacilos, e fungos
leveduriformes e filamentosos (SUREK, 2021).

Apesar do resultado negativo para S. tetrandra no ensaio da atividade
antimicrobiana, vale ressaltar que outras espécies apresentaram a atividade, como a
S. cochinchinensis descrita por Khan et al. (2001) mostrou que as fragdes
metandlica das folhas, raizes e galhos apresentaram atividade de inibicdo para uma
série de microrganismos testados como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, pelo método disco difusdo, em que
verificou-se a zona de inibigdo em milimetros.

Ainda é relatado atividade antibacteriana da espécie S. racemosa das
amostras do extrato de éter de petréleo e etandlica contra bactérias gram positivas
como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus e gram
negativas como a bactéria Klebsiella pneumoniae, utilizando o método de difusao

em pocgo de agar, com o padréao ciprofloxacino (NIYATI, et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

As folhas e galhos da espécie Symplocos tetrandra Mart. coletadas no
Capao do CIFLOMA, no Campus Jardim Botanico da Universidade Federal do
Parana passaram por processo de secagem, estabilizagcdo, moagem, extracdo e
particionamento, fornecendo assim amostras para o desenvolvimento da pesquisa
fitoquimica e das atividades microbiologicas, toxicidade e antioxidante da espécie.
Além da planta fresca, separada e usada no estudo morfoanatdmico e analises
fisico-quimicas. Desse modo, a pesquisa resultou em dados que contribuem para o
conhecimento e desenvolvimento cientifico, ajudando a caracterizar a espécie
contida na biodiversidade brasileira e incentivar futuras pesquisas na area.

Os resultados do estudo da morfoanatomia e histoquimica trouxeram
novidades ao identificar caracteres morfoanatdbmicos como estdbmatos paracitico,
osteoesclereides, drusas e cristais prismaticos, que confirmam a classificacdo
taxonbmica e permitem diferenciar S. tetrandra, das demais espécies que compdem
0 género Symplocos. Além disso, o conhecimento das estruturas morfologicas e
anatbmicas fornecem base para futuros estudos fitoquimicos, biolégicos e
farmacoldgicos relacionados a espécie, que quando comparada a outras familias e
géneros, possui poucos estudos.

O estudo fitoquimico levando em consideragcao o perfil fitoquimico e a
cromatografia em camada delgada, forneceram dados de presenca de metabdlitos
como terpenos, esteroides, triterpenos, flavonoides, saponinas e aminogrupo, sendo
um dos primeiros estudos realizado no género de uma espécie de Symplocos em
territorio brasileiro, para comparacao foram encontrados um estudo antigo brasileiro
e a maior parte de estudos do género no continente asiatico.

Em relacdo aos estudos da capacidade antioxidante da espécie, mostrou
que existe um potencial antioxidante na espécie, com destaque da fragao
cloroférmio dos galhos de S. tetrandra que apresentou valores mais expressivos na
maior parte dos testes realizados, podendo ser investigado de forma mais criteriosa
essa amostra.

Sobre o0s ensaios biologicos, em relacdo a toxicidade frente ao
microcrustaceo A. salina os valores baixos mostram indicios que o uso da planta nao

oferece perigo ao meio ambiente, sendo indicada para pesquisas na agricultura e
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biotecnologia. Com relag&o a atividade antimicrobiana as amostras avaliadas de S.
tetrandra, nao demonstraram uma atividade de inibicdo do crescimento de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus

faecalis, devido a observacao da presenca de turbidez no meio.



91

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A espécie Symplocos tetrandra Mart. apresenta potencial para futuras
pesquisas tanto das partes estudadas folhas e galhos, quanto de outras partes,
como o fruto, flores e raizes, ainda € possivel realizar outros métodos de
investigacdo de ensaios antioxidantes, biolégicos e realizar o isolamento e
identificacdo de compostos quimicos da planta que possam apresentar atividades

biolégicas ou farmacoldgicas.
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ANEXO 2 - FOTO EXSICATA - REGISTRO EFC 12751
Symplocos Tetrandra Mart.
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U IF P R 1 =R54R10 FSCOLA DE FLORESTAS CURITIBA - EFC

S S e e ——————
Familia: SYMPLOCACEAE |
Nome cientifico: Symplocos fatrandra Mart

Nomes populares: Maria-mole: pau-de-cangalha
Lacal Capéio do Cifloma

Municipio: Curitiba

Coletor RR. Voliz 308

Determinador: R R. Vaiz

Formacio Vegetal: Floresta Ombrofila Mista
Obs: Arvore 7m it flores esverdeadas, flaragao abundante; beird 6a floresta no estagio médio
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