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RESUMO

Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral, popularmente conhecida como
coragcao-de-bugre, € uma espécie nativa do Brasil e esta presente nos dominios
fitogeograficos do Cerrado e Mata Atlantica. Seus exemplares na maioria sdo de
grande porte e fonte de compostos bioativos. O objetivo do presente estudo foi avaliar
os parametros farmacopeicos, estudo morfoanatémico e fitoquimica de folhas e caules
de M. evonymoides; isolar e identificar compostos bioativos e avaliar as propriedades
antioxidantes e atividades bioldgicas do extrato bruto e fragées. O material vegetal foi
coletado em Curitiba, Parana, Brasil. Apés a coleta uma parte foi direcionada ao
estudo morfoanatémico, histoquimico e microscopia eletrénica por varredura. Foram
identificadas as caracteristicas morfoanatdémicas presentes no género, bem como a
presenga compostos fendlicos, compostos lipofilicos e lignina. Outra parte foi
direcionada a preparacao e realizacdo dos testes fisico-quimicos, incluindo teor de
sélidos, teor de agua e teor de cinzas. Os parametros farmacopeicos analisados estéo
de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo. Em seguida foram realizados o
screening fitoquimico, paralelamente foram obtidos os extratos brutos etandlico e
cetbnico de folhas e caules (EBF e EBC) em aparelho de Soxhlet, ambos foram
direcionados ao particionamento com solventes de polaridade crescente. Foram
conduzidas cromatografias em coluna e RMN de 'H e ™C, a fim de identificar
substancias bioativas. O EBF e EBC hidroalcodlico apresentou rendimento de 14,74%
e 9,46% respectivamente. O EBF e EBC cetbnico apresentou rendimento de 9,46% e
6,43% respectivamente. A partir de seu particionamento foram obtidas 4 fracdes
semipurificadas (hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente) de cada
extrato. Da fragdo cloroférmio folhas (FCF) foi isolado uma mistura de esteroides
campesterol, estigmasterol e B-sitosterol. Da fragao cloroférmio folhas ceténico
(FCFC) foi isolado uma mistura de friedelina e friedelinol. Extrato bruto e fragdes
hidroalcoolico de folhas e caules foram direcionadas doseamento de fendis totais
(TPC) pelo método de Folin Ciocalteou; doseamento de flavonoides totais (TFC) e as
atividades antioxidantes pelos métodos de ABTS, DPPH e FRAP. Destaque para
FAEC que apresentou TPC e TFC mais elevados e potencial antioxidante em todos
os testes, seguida do EBC. Extrato bruto e fragdes hidroalcdolico de folhas e caules
foram direcionadas as atividades biolégicas. Foram avaliados quanto a toxicidade
frente a Artemia franciscana e potencial hemolitico. Nos ensaios bioldgicos nao foram
observadas toxicidade frente a A. salina e atividade hemolitica. O efeito alelopatico foi
verificado em Allium cepa e Lactuca sativa. No teste alelopatico foi possivel observar
influéncia inibitéria em ambas as amostras. Foram submetidos a avaliagdo de
atividades Dbiologicas: potencial larvicida contra Aedes aegypti; atividade
antimicrobiana. Extratos e fragées apresentaram potencial larvicida contra A. aegypti.
Na analise da atividade antimicrobiana ndo foi observada atividade frente as cepas
testadas (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans) nas condi¢cdes pré-
estabelecidas. O EBF foi submetido a ensaios farmacologicos de nocicepgao induzida
pela injecao intraplantar de formalina, no qual a atividade antinoceptiva foi observada.
EBF e EBC foram submetidos ao ensaio de nocicepgédo induzido pela injegao
intraplantar de carragenina, porém os extratos nao apresentaram diferencia estatistica
significativa. Os resultados revelam que M. evonymoides apresenta seguranca,
atividade alelopatica, potencial larvicida, atividade antioxidante e antinociceptiva

Palavras-chave: Monteverdia; antioxidante; antinociceptivo; esteroides; friedelina;
Aedes aegypti.



ABSTRACT

Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral, popularly known as buggy heart, is
a species native to Brazil and is present in the Phytogeographical Domains of the
Cerrado and Atlantic Forest. Most of its specimens are large and a source of bioactive
compounds. The objective of the present study was to evaluate the pharmacopoeial
parameters, morphoanatomical and phytochemical studies of leaves and stems of M.
evonymoides; isolate and identify bioactive compounds and evaluate the antioxidant
properties and biological activities of the crude extract and fractions. Plant material was
collected in Curitiba, Parana, Brazil. After collection, part was sent to
morphoanatomical, histochemical and scanning electron microscopy studies. The
morphoanatomical characteristics present in the genus were identified, as well as the
presence of phenolic compounds, lipophilic compounds and lignin. Another part was
directed at preparing and carrying out physical-chemical tests, including solids content,
water content and ash content. The pharmacopoeial parameters analyzed are in
accordance with the Pharmacopoeia 6th edition. Phytochemical screening was then
carried out, in parallel the crude ethanolic and ketonic extracts of leaves and stems
(EBF and EBC) were obtained in a Soxhlet apparatus, both were directed to
partitioning with solvents of increasing polarity. Column chromatography and 'H and
3C NMR were conducted in order to identify bioactive substances. The hydroalcoholic
EBF and EBC presented yields of 14.74% and 9.46% respectively. The ketonic EBF
and EBC showed yields of 9.46% and 6.43% respectively. From its partitioning, 4 semi-
purified fractions (hexane, chloroform, ethyl acetate and remainder) were obtained
from each extract. A mixture of steroids campesterol, stigmasterol and B-sitosterol was
isolated from FCF. A mixture of friedelin and friedelinol was isolated from FCFC. Crude
extract and hydroalcoholic fractions of leaves and stems were measured for total
phenols (TPC) using the Folin Ciocalteou method; determination of total flavonoids
(TFC) and antioxidant activities using the ABTS, DPPH and FRAP methods. Highlight
for FAEC which presented higher TPC and TFC and antioxidant potential in all tests,
followed by EBC. Crude extract and hydroalcoholic fractions of leaves and stems were
directed to biological activities. They were evaluated for toxicity against Artemia
franciscana and hemolytic potential. In biological tests, no toxicity was observed
against A. franciscana and it did not present hemolytic activity. As for biological tests,
the allelopathic effect was verified in monocotyledons (Allium cepa) and dicotyledons
(Lactuca sativa). In the allelopathic test it was possible to observe an inhibitory
influence in both samples. They were subjected to evaluation of biological activities:
larvicidal potential against Aedes aegypti; antimicrobial, antifungal activity. Extracts
and fractions showed larvicidal potential against A. Aegypti. In the analysis of
antimicrobial activity, no activity was observed against the strains tested (S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa e C. albicans) under pre-established conditions. EBF was subjected
to pharmacological trials of nociception induced by intraplantar injection of formalin, in
which the antinoceptive activity was observed. EBF and EBC were subjected to a
nociception test induced by intraplantar injection of carrageenan, but the extracts did
not show a statistically significant difference. The results reveal that M. evonymoides
presents safety, allelopathic activity, larvicidal potential, antioxidant and
antinociceptive activity.

Keywords: Monteverdia; antioxidant; antinociceptive; steroids; friedelina; Aedes
aegypti.
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1 INTRODUGAO

As plantas nos ultimos séculos tém sido foco de estudos cientificos no campo
de produtos naturais em virtude de apresentarem propriedades medicinais (Valli;
Bolzani, 2019; Newman; Cragg, 2020; Ribeiro et al., 2021). Existem diversas formas
de se pesquisar novos farmacos, sendo a quimica de produtos naturais uma
importante ferramenta (Barreiro; Bolzani, 2009; Aware et al., 2022), que vem
ganhando espaco ao longo dos anos, seja per-se, seja como fonte de bioativos
(Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006; Aware et al., 2022). No Dictionary of Natural Products
estdo catalogados aproximadamente 160.000 compostos, desses estima-se que 80%
apresentam caracteristicas favoraveis com potencial para serem modelos de
farmacos (Berlink et al., 2017). As florestas tropicais apresentam potencial para a
descoberta de novos compostos biologicamente ativos e essa diversidade pode ser
util na investigagéo de novos modelos e compostos quimicos (Braz Filho, 2010; Valli;
Bolzani, 2019).

Dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) revelam que cerca de 80%
da populagao, de paises em desenvolvimento, ja fez ou faz uso de praticas tradicionais
na atengao primaria a saude e destes, 85% utilizam plantas medicinais. No Brasil, a
situagao nao é diferente, e muitas vezes, o uso de plantas medicinais € o unico recurso
terapéutico acessivel de algumas comunidades e grupos étnicos (Melro et al., 2020).

Diante deste cenario, o Brasil destaca-se das demais nacgdes, pois € o0 pais com
a maior diversidade de espécies no mundo, com seis biomas terrestres (Caatinga,
Cerrado, Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Pampas, Pantanal e Savana)
distribuidos em uma area de aproximadamente 8.511.996 Km? (Valli; Russo; Bolzani,
2018).

Dessa forma, ressalta-se como fonte de compostos bioativos naturais que
podem servir para o desenvolvimento de diversas areas, dentre os quais, destacam-
se industria alimenticia, boténica, farmacologia, biotecnologia, quimica organica,
medicina, agricultura e veterinaria (Braz Filho, 2010; Valli; Bolzani, 2019), justificando
a importancia de sua preservagao tanto pelo seu valor intrinseco, quanto pelo seu
potencial farmacoldgico (Barreiro; Bolzani, 2009).

Dentro da familia Celastraceae R.Br.(angiospermas) estdo descritos
aproximadamente 100 géneros com mais de 1200 espécies (Simnons et al.,2008;
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Callies et al., 2017; Veloso et al., 2017), dividida em 5 subfamilias, Celastroideae,
Hippocrateoideae, Salacioideae, Parnassioideae e Stackhousioideae (Lombardi; Biral,
2016) que estdo presentes em todo o territério nacional (Flora e Funga do Brasil,
2020).

O género Monteverdia possui origem nativa e ocorre em todas as regides
brasileiras, estdo listadas 49 espécies com dominios fitogeograficos na Amazénia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal. Destas, 36 espécies sao
endémicas (Flora e Funga do Brasil, 2022). Espécies do género s&o utilizadas para
tratamento de gastrites, dispepsias e no tratamento coadjuvante de ulceras pépticas
(Brasil, 2022; Brasil 2021), dois exemplos popularmente conhecidos séo as espécies
Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral e Monteverdia aquifolia (Mart.) Biral,
(Mariot; Barbieri, 2008; Flora e Funga do Brasil, 2022). Ambas sao conhecidas como
espinheira-santa, cancorosa e apresentam importantes atividades farmacologicas
(Leme et al., 2013). As duas espécies, embora distintas, sdo assim chamadas
popularmente por apresentarem as folhas com margens espinescentes e sao
associadas ao mesmo efeito terapéutico (Mariot; Barbieri, 2008; Veloso et al., 2017).

Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral € conhecida popularmente como
coragao-de-bugre (Flora e Funga do Brasil, 2020). Esta presente nos Dominios
Fitogeograficos do Cerrado e Mata Atlantica com ocorréncias confirmadas nas regides
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina) (Flora e Funga do Brasil, 2020) e estudos sao escassos na literatura.

Diante do exposto, a pesquisa com plantas medicinais continua sendo
importante na descoberta de novas substancias dotadas de atividade farmacoldgica
que podem fazer parte da composicao de futuros farmacos, que poderao ser utilizados
no tratamento e controle de patologias, bem como, na preveng¢ao de doencas. As
perspectivas apresentadas mostram o interesse na pesquisa de espécies vegetais
ainda sem estudo. A riqueza vegetal brasileira somada a escassez de espécies
estudadas, denotam uma variedade de moléculas a serem descobertas. Ademais,
devido a existéncia de poucas informagdes em literaturas técnicas e cientificas acerca
da composicdo quimica e atividades bioldégicas de Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral, se faz relevante e justifica-se o seu estudo, em busca de substancias

providas de atividades de interesse cientifico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar o estudo morfoanatdémico, fitoquimico e investigar o potencial
antioxidante, bioldgico e farmacolégico de extratos e fragdes provenientes das folhas

e dos caules de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.

1.1.2 Obijetivos especificos

e Realizar coleta do material vegetal, fazer a identificacédo e depdsito da
exsicata de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral;

e Realizar o estudo morfoanatdmico de folhas e caules;

e Avaliar os parametros farmacopeicos;

e Preparar os extratos etandlico e cetbnico e as fragdes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e residual a partir das folhas e caules;

e Pesquisar o perfil fitoquimico da espécie;

e Fracionar os extratos e identificar as principais classes de constituintes
presentes nos extratos etandlico e cetbnico e nas fragoes;

e Isolar e identificar compostos quimicos de extratos e fragdes;

¢ Identificar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais;

e Verificar o potencial antioxidante do extrato etandlico e fragdes por meio
da captura do cation radical ABTS; da capacidade sequestrante do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?e); reducédo do ferro (FRAP);

o Verificar a toxicidade do extrato etandlico e fragcdes frente ao
microcrustaceo Artemia franciscana;

e Avaliar a atividade hemolitica do extrato etandlico e fracoes;

e Verificar o potencial alelopatico do extrato etandlico e fragbes frente as
sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) por ensaios
de germinagao e crescimento;

e Avaliar o potencial larvicida de extrato etandlico e fragdes de folhas e

caules em Aedes aegypti;
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Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica do extrato etandlico e
fragdes de folhas e caules;
Verificar atividade antinociceptiva do extrato etandlico de folhas e caules

em modelos in vivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FAMILIA CELASTRACEAE R.BR.

A familia Celastraceae R.Br. é conhecida mundialmente como familia agridoce,
estima-se que pertengam a esta familia aproximadamente 100 géneros com mais de
1200 espécies (Simnons et al.,2008; Callies et al., 2017; Veloso et al., 2017). E dividida
em 5 subfamilias, Celastroideae, Hippocrateoideae, Parnassioideae Salacioideae, e
Stackhousioideae (Lombardi; Biral, 2016).

Estdo presentes nas regides tropicais, subtropicais e temperadas (Bazzocchi;
Nufez; Reyes, 2017; Callies et al., 2017; Camargo et al., 2020). No Brasil, estao
presentes em todo o territdrio nacional, apresenta 48 espécies nativas, destas, 35
espécies sdo endémicas (Biral et al., 2017; Flora e Funga do Brasil, 2020). A FIGURA
1 apresenta alguns exemplos de espécies pertencentes a Familia Celastraceae:
Celastrus orbiculatus Thunb., Euonymus alatus (Thunb.) Siebold, Catha edulis Forsk.,

Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.

FIGURA 1 — DIVERSIDADE DE ESPECIES DA FAMILIA CELASTRACEAE

FONTE: Flora e Funga do Brasil (2020).

NOTA: A: Celastrus orbiculatus; B: Euonymus alatus, C: Catha edulis, D: Monteverdia aquifolium.
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Todas as espécies sao lenhosas, sendo arvores, arbustos, subarbustos, lianas
ou trepadeiras e possuem folhas, com margem inteiras, crenadas e frequentemente
serreadas, de filotaxia alterna ou oposta, raramente verticilada, (Bukhari; Jantan;
Seyed, 2015; Callies et al., 2017; Camargo et al., 2020). Apresentam flores
bissexuadas, por vezes funcionalmente unissexuais, pequenas, actinomorfas,
hipéginas a epiginas (Carvalho-Okano, 2005).

Pertencem a familia Celastraceae espécies que sao utilizadas na medicina
popular e na agricultura ha muitos anos, a exemplo de: Monteverdia aquifolia,
Monteverdia ilicifolia (Gonza’lez, 2000; Bazzocchl; Nufiez; Reyes, 2017; Callies, et al.,
2017; Camargo et al., 2020). Destacam-se as atividades abortivas, antipiréticas,
antiartrites, antileucémicas, antimalaricas (Bukhari; Jantan; Seyed, 2015; Callies et al.,
2017), antibacterianas, anticancerigenas, anti-inflamatoria, antioxidante, inibidora da
acetilcolesterase (Camargo et al., 2020) e para tratar disturbios digestivos (Bazzocchi;
Nufez; Reyes, 2017; Bukhari; Jantan; Seyed, 2015).

A partir da familia Celastraceae muitas classes de metabdlitos secundarios
foram identificadas, predominantemente os terpenos que sao importantes para a
quimiofenética dessa familia (Camargo et al., 2020). Destacam-se ainda compostos
isolados (FIGURA 2) que apresentam diversas atividades bioldgias (Veloso et al.,
2017): (-)-epicatequina-5-O-B-d-glucosil 3-benzoato (1) que apresenta atividade
antioxidante (Hwang et al., 2001), triptdlido (2) que apresenta atividade inseticida (Luo
et al., 2004), opositina A (3) com atividade citotdxica contra células tumorais no célon
humano (Whitson et al., 2006), tingenona (4) que apresenta atividades antimicrobiana
e antinociceptiva (Veloso et al., 2014), 1-acetiloxi-9-benzoiloxi-8-cinamoiloxi-4,6-di-
hidro-B-agarofurano (5) com atividade de inibigdo da fotossintese (Torres-Romero et
al., 2008) e elaeodendrosideo W (6) com atividade antiproliferativa no tratamento de

cancer de ovario humano (Hou et al., 2009).



37

FIGURA 2 — COMPOSTOS ISOLADOS NA FAMILIA CELASTRACEAE R.Br. COM ATIVIDADE
BIOLOGICA DESCRITA NA LITERATURA
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FONTE: Adaptado de Veloso et al., (2017).
NOTA: (1) composto (-)-epicatequina-5-O-f-d-glucosil 3-benzoato; (2) composto triptélido; (3)
opositina A; (4) tingenona; (5) 1-acetiloxi-9-benzoiloxi-8-cinamoiloxi-4,6-di-hidro-B-agarofurano; (6)
elaeodendrosideo W.

Ferreira et al (2017) investigou a atividade inibitoria da acetilcolesterase in vitro
em especies da familia Celastraceae, Monteverdia distichophylla (Mart. ex Reissek)
Biral e Salacia crassifolia (Mart. ex Schult.) G. Don. Os autores observaram que
apesar das espécies pertencerem a biomas distintos, ambas apresentaram uma série
de compostos similares, indicando que possivelmente a familia Celastraceae faz uso
de rotas biossintéticas semelhantes na produgdo dos metabdlitos secundarios
(Ferreira et al., 2017). No estudo foram isolados e identificados (FIGURA 3): 3-
oxofriedelano (1), 3B-hidroxifriedelano (2), 3B, 24-di-hidroxifriedelano (3) e 3-oxo-
28,29-di-hidroxifriedelano (4), mistura de a-amirina (5) e B-amirina (8), mistura de
derivados de PCTT 3[B-esteariloxi-urs-12-eno (6) e 3[B-esteariloxi-olean-12-eno (9),
3B-palmityloxi-urs-12-eno (7), o esterdide B-sitosterol (10) e seu derivado glicosilado
B-glucosil-B-sitosterol (11), acido tritriacontandico (12) e o polimero natural guta
percha (13). Ambas as espécies apresentam os compostos 1, 2, 5, 10, 12 e 13
(Ferreira et al., 2017).
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FIGURA 3 — COMPOSTOS ISOLADOS DE Monteverdia distichophylla (Mart. ex Reissek) Biral
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FONTE: Adaptado de Ferreira et al., (2017).

Nota: (1) 3-oxofriedelano; (2) 3B-hidroxifriedelano; (3) 3B, 24-di-hidroxifriedelano; (4) 3-oxo0-28,29-di-
hidroxifriedelano; (5) mistura de a-amirina; (6) mistura de derivados de PCTT 3[3-esteariloxi-urs-12-
eno; (7) 3p-palmityloxi-urs-12-eno; (8) B-amirina; (9) 33-esteariloxi-olean-12-eno; (10) B-sitosterol;

(11) glicosilado B-glucosil-B-sitosterol; (12) acido tritriacontandico; (13) guta percha.

2.2 GENERO Monteverdia A. Rich

Inicialmente o género Monteverdia A. Rich foi descrito por Richard (1845) com
base em uma unica espécie, a Maytenus buxifolia (A.Rich.) Griseb. de Cuba. De

acordo com Biral et al (2017), a principio:

Richard (1845) distinguiu Monteverdia de Celastrus, Euonymus e
Myginda, com base em seus frutos coriaceos e indeiscentes, com arilos que
cobrem completamente as sementes. Dado que os espécimes do herbario de
Richard, que desde entdo foram depositados em P, sé tém frutos imaturos,
sua inferéncia de que eles sao indiscutiveis esta equivocada. Grisebach
(1866) tratou Monteverdia como sindnimo de Maytenus, devido a seus frutos
e arilos semelhantes. Ele tratou Monteverdia provisoriamente como uma
secao de Maytenus, mas nao publicou a sec¢do validamente. Esta secao
também incluiu Maytenus cochearearolia Griseb., M. elaeidendroides Griseb.
e M lineata C. Wright ex Griseb., todos endémicos de Cuba.

Por muito tempo Monteverdia foi considerada como sendo sindnimo de
Maytenus. A delimitacdo do género Maytenus vem sendo debatido ha muitos anos,

em relacao a sua segregacao e fusao (Biral et al., 2017).
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Loesener (1942) delimitou Gymnosporia como espécie do Velho
Mundo com espinhos e / ou braquilblastos e folhas fasciculadas, enquanto
plantas semelhantes desarmadas com folhas espirais ou distichous (mas néo
fasciculadas) foram atribuidas a Maytenus.

Loesener (1942) transferiu varias espécies de Gymnosporia para
Maytenus com base nessas distingdes morfolégicas (Sebsebe Demissew
1985). Brenan (1953) e Exell (1953) afirmaram que a proposta de Loesener
(1942) era artificial e optou por tratar ambos os géneros em um Maytenus
amplamente circunscrito. Ding Hou (1955, p. 216) considerou Celastrus L.,
Gymnosporia e Maytenus como géneros intimamente relacionados, mas
distintos por "varios caracteres reunidos e nenhum caractere unico".

Com base em caracteristicas moleculares e morfodados (estudo
morfoanatdmico somados a analise molecular) foram realizadas analises filogenéticas
que demonstraram que o género Maytenus € polifilético (Simmons et al., 2008;
Mickenna et al., 2011). Em seus estudos Simmons et al (2008), verificou que Maytenus
era derivado independentemente de diferentes linhagens e apresentava uma terceira
linhagem representando as espécies do Pacifico Austral (Simmons et al., 2008; Biral
et al., 2017). Consequentemente o género Maytenus foi redefinido, mas ainda assim
continua sendo um grupo desafiador quando se trata de delimitacdo do género
(Mickenna et al., 2011; Biral et al., 2017).

Mickenna et al., (2011), delimitou o género Maytenus e o definiu como o Novo
Mundo Maytenus, no qual os autores separaram o género em trés linhagens
diferentes, cada uma com caracteristicas distintas morfologicamente (Mickenna et al.,
2011; Biral et al., 2017). Dentro das caracteristicas importantes para delimitacdo do
género estado caracteres de identificagcdo de espécies. No estudo realizado por Biral
et al., (2017), os autores se propuseram a finalizar as delimitagdes de quatro géneros,
dentro deles o género Maytenus, reconhecendo as diferencas morfologicas e
monofiléticas (Biral et al., 2017). Para tanto, os autores aumentaram o numero
amostral, adicionaram espécies abrangendo a diversidade através das caracteristicas
morfologicas, incluiram 21 caracteres que foram recentemente pontuados e aplicaram
métodos moleculares (Biral et al., 2017).

A partir desse estudo o género Maytenus foi dividido em dois, Maytenus Molina
e Monteverdia. O género Tricerma Liebm. foi resgatado. Plenckia Reissek e
Fraunhofera Mart. foram mantidos como sendo géneros separados, com o objetivo de
delimitar géneros monofiléticos que sdo morfologicamente distintos (Biral et al., 2017).
Com isso as espécies pertencentes ao género Maytenus na linhagem tropical

passaram a ser do género Monteverdia (Biral et al., 2017). Na TABELA 1 estao
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listadas o numero de espécies, a distribuicdo e as principais caracteristicas de acordo

com a nova delimitagdo do género.

TABELA 1 - ESPECIES, PISTRIBUICAO E PRINCIPAIS CARACTERiSTIQAS MORFOLOGICAS
DISTINTIVAS PARA OS GENEROS DE ACORDO COM A NOVA DELIMITACAO

(continua)
Género Espécies Distribuicao Principais caracteristicas
morfolégicas
Fraunhofera Mart. 1 Terras secas do | Folhas membranaceas ou cartaceas

nordeste do Brasil

Plenckia Reissek 4 Brasil Central,
Paraguai e Bolivia

(nas savanas)

Maytenus Molina 15-24 América do  Sul
subtropical, Andes da
Argentina a
Venezuela, partes da

Costa Rica e Panama

dispostas disticamente; inflorescéncias
racemose axilares e terminais; flores
com dois carpelos, dois 6vulos por
carpelo; capsulas indeiscentes de frutas

(ou drupas); aril ausente.

Folhas cartaceas dispostas
disticamente; inflorescéncias cymose
axilares; flores com

dois carpelos, dois 6vulos por carpelo;
frutos samaroides com uma asa apical;
aril ausente.

Folhas cartaceas ou coriaceas,
raramente carnudas, dispostas em
espiral ou disticamente; inflorescéncias
fasciculadas ou cimosas axilares, as
vezes reduzidas a uma flor individual;
flores com dois ou trés carpelos, um ou
dois o6vulos por carpelo; frutos
capsulares com pericarpo
membranaceo que se abrem por duas
ou trés valvulas reflexas; arilos
vermelhos ou amarelados que cobrem

total ou parcialmente as sementes
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(concluséo)

Monteverdia A. 120 Amplamente Folhas membranaceas, cartaceas ou
Rich. distribuido nos | coriaceas dispostas em espiral ou
Neotropicos disticamente; inflorescéncias axilares

fasciculadas ou cimose que as vezes
sdo reduzidas a uma flor individual;
flores com dois carpelos, dois 6vulos por
carpelo; frutos capsulares com pericarpo
coriaceo que se abrem por duas valvulas
reflexas ou (raramente) verticais; arilos
brancos que cobrem completamente as
sementes

Tricerma Liebm 40ub Noroeste da | Folhas grossas e carnudas dispostas em
Argentina,  Bolivia, | espiral; inflorescéncias fasciculadas
Peru, Equador | axilares; flores com trés carpelos, um
(incluindo Ilhas | évulo por carpelo; frutos capsulares com
Galapagos), México, | pericarpo coridceo que se abrem por trés
Cuba, Bahamas, | valvulas reflexas; arilos vermelhos que

Flérida e Texas cobrem completamente as sementes

FONTE: Adaptado de Biral et al., (2017).

Logo, uma das opgdes de delimitagdo do género seria simplesmente tratar
todas as espécies como membros de um unico género, Maytenus, pois para isso seria
necessario apenas trés novas combinagdes e consequentemente novos nomes para
Fraunhofera multiflora e Plenckia microcarpa (Biral et al., 2017). Contudo essa
alternativa delimitaria um género grande, sem levar em consideragao importantes
caracteristicas morfoldgicas, no qual estéo inseridos cinco tipos de frutos, presenca
ou auséncia de um arilo e trés cores diferentes de arilo (Biral et al., 2017).

Portanto, Biral et al.,(2017) propos 123 novas combinagdes para espécies que
pertenciam ao género Maytenus e passaram a pertencer ao género Monteverdia.
Estes apresentam frutos capsulares com pericarpo coriaceo que se abrem por duas
valvulas e tém arilos brancos que cobrem completamente as sementes e estao
apresentados na TABELA 2 (Biral et al., 2017).
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Maytenus QUE PASSARAM A

(continua)

Espécies com género novo

Espécies com género antigo

Referéncia

Monteverdia acanthophylla
(Reissek) Biral

Monteverdia aggostini

(Steyerm.) Biral,

Monteverdia amazonica (Mart.

ex Reissek) Biral

Monteverdia apiculata

(Steyerm.) Biral

Monteverdia apurimacensis

(Loes.) Biral,

Monteverdia aquifolia (Mart.)

Biral,

Monteverdia ardisiifolia
(Reissek) Biral,

Monteverdia basidentata
(Reissek) Biral

Monteverdia belizensis
(Standl) Biral

Monteverdia cassineformis
(Reissek) Biral

Monteverdia cassinoides

(Poir.) Biral

Monteverdia catingarum
(Reissek) Biral

Maytenus acanthophylla

Reissek

Maytenus aggostinii Steyerm.

Maytenus amazonica Mart. ex

Reissek

Maytenus apiculata Steyerm.,

Fieldiana

Maytenus apurimacensis Loes.

Maytenus aquifolia Mart.

Maytenus ardisiifolia Reissek

Maytenus basidentata Reissek

Maytenus belizensis Standl.

Maytenus cassineformis

Reissek

Rhamnus cassinoides Poir
Maytenus cassinoides (Poir.)
Urb

Maytenus catingarum Reissek

Fl. Bras. 11: 6. 1861

Ernstia 23: 24. 1984.

Fl. Bras. 11: 25. 1861.

Bot. 28: 334. 1952.

Bot. Jahrb. Syst.

50(Beibl. 111): 8. 1913.

Flora 24(Beibl.): 91.
1841.

Fl. Bras. 11: 26. 1861

Fl. Bras. 11: 7. 1861.

Publ. Carnegie Inst.

Wash. 461: 69. 1935.

FIl. Bras. 11: 15. 1861.

Encycl.4: 474. 1798.

Symb. Antill. 5: 67.

1904.

Fl. Bras. 11: 26. 1861.




Monteverdia cestrifolia
(Reissek) Biral

Monteverdia chapadensis (R.
M. Carvalho-Okano ex Biral &
Groppo) Biral

Monteverdia chiapensis
(Lundell) Biral

Monteverdia claredonensis
(Britton) Biral

Monteverdia communis
(Reissek) Biral

Monteverdia comocladiiformis
(Reissek) Biral

Monteverdia corei (Lundell)
Biral

Monteverdia crassipes (Urb.)
Biral

Monteverdia cuzcoina (Loes.)
Biral

Monteverdia cymosa (Krug &
Urb.) Biral

Monteverdia dasyclada (Mart.)
Biral

Monteverdia distichophylla
(Mart. ex Reissek) Biral,

Monteverdia domingensis
(Krug & Urb.) Biral

Maytenus cestrifolia Reissek

Maytenus chapadensis R. M.

Carvalho-Okano ex Biral

&Groppo

Maytenus chiapensis Lundell

Maytenus claredonensis

Britton

Maytenus communis Reissek

Maytenus comocladiiformis

Reissek

Maytenus corei Lundell

Maytenus crassipes Urb

Maytenus cuzcoina Loes

Maytenus cymosa Krug & Urb

Maytenus dasyclada Mart.

Maytenus distichophylla Mart.

ex Reissek

Maytenus domingensis Krug &
Urb

(continua)
Fl. Bras. 11: 24. 1861

Brittonia 66: 330. 2014.

Wrightia 1: 156. 1946.

Bull. Torrey Bot. Club.

39: 8. 1912.

Fl. Bras. 11: 22. 1861.

FIl. Bras. 11: 8. 1861.

Wrightia 4: 136. 1970.

Symb. Antill. 5: 404.

1908.

Bot. Jahrb. Syst. 37:
574. 1906.

Symb. Antill. 5: 61.
1904.

Flora 24(Beibl.): 89.
1841.

Fl. Bras. 11: 17. 1861.

Symb. Antill. 5: 56.
1904.
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Monteverdia duqueana
(Cuatrec.) Biral

Monteverdia ebenifolia
(Reissek) Biral

Monteverdia eggersii (Loes.)
Biral

Monteverdia elaeodendroides
(Griseb.) Biral

Monteverdia elongata (Urb.)

Biral

Monteverdia erythroxyla

(Reissek) Biral

Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral

Monteverdia ficiformis
(Reissek) Biral

Monteverdia flagellata (Rusby)
Biral

Monteverdia floribunda
(Reissek) Biral

Monteverdia fugax (Biral &
Lombardi) Biral

Monteverdia glaucescens
(Reissek) Biral

Monteverdia gonoclada (Mart.)
Biral

Maytenus duqueana Reissek

Maytenus ebenifolia Reissek

Maytenus eggersii Reissek

Maytenus elaeodendroides
Griseb

Maytenus elliptica (Lam.)
Maytenus elongata (Urb.)
Britton

Maytenus erythroxyla Reissek
Maytenus evonymoides

Reissek

Maytenus ficiformis Reissek

Maytenus flagellata Rusby

Maytenus floribunda Reissek

Maytenus fugax Biral
&Lombardi

Maytenus glaucescens

Reissek

Maytenus gonoclada Mart

(continua)
Brittonia 11: 163. 1959.

Fl. Bras. 11: 18. 1861.

Bot. Jahrb. Syst. 20: 39.

1895.

Cat. PI. Cub. 54. 1866.

Symb. Antill. 5: 66. 1904

Sci. Surv. Porto Rico &

Virgin Island 5: 516.

1924.
Fl. Bras. 11: 21. 1861.

Fl. Bras. 11: 11. 1861.

Fl. Bras. 11: 20. 1861.

Mem. Torrey Bot. Club

6: 20. 1896.

Fl. Bras. 11: 16. 1861.

Phytotaxa 261: 99.

2016.

Fl. Bras. 11: 10. 1861.

Flora 24(Beibl.): 89.
1841.

44



Monteverdia grenadensis
(Urb.) Biral

Monteverdia haitiensis (Urb.)
Biral

Monteverdia harrisii (Krug &
Urb.) Biral

Monteverdia horrida (Reissek)

Biral,

Monteverdia hotteana (Urb.)
Biral

Monteverdia huberi (Steyerm.)
Biral

Monteverdia insculpta

(Steyerm.) Biral

Monteverdia ilicifolia (Mart. ex

Reissek) Biral

Monteverdia imbricata (Mart.

ex Reissek) Biral

Monteverdia jamaicensis (Krug
& Urb.) Biral

Monteverdia jefeana (Lundell)

Biral, comb.

Monteverdia kanukuensis (A.
C. Sm.) Biral

Monteverdia karstenii
(Reissek) Biral

Maytenus grenadensis Urb

Maytenus haitiensis Urb

Maytenus harrisii Krug & Urb

Maytenus horrida Reissek

Maytenus hotteana Urb

Maytenus huberi Steyerm

Maytenus insculpta Steyerm

Maytenus ilicifolia (Mart. ex

Reissek)

Maytenus imbricata Mart. ex

Reissek

Maytenus jamaicensis Krug &
Urb., Notizbl

Maytenus jefeana Lundell

Maytenus kanukuensis A. C.
Sm

Maytenus karstenii Reissek

(continua)
Symb. Antill. 5: 63.
1904.
Ark. Bot. 22A: 67. 1928.
Notizbl. K"onigl Bot.

Gart. Berlin 1: 78. 1895.

Fl. Bras. 11: 5. 1861.

Ark. Bot. 22A: 67. 1928.

Ann. Missouri Bot. Gard.

75:1063. 1988.

Ann. Missouri Bot. Gard.
75: 1063. 1988.

FIl. Bras. 11: 8. 1861.

Fl. Bras. 11: 16. 1861.

K" onigl Bot. Gart. Berlin
1:78. 1895.

Phytologia 53: 414.
1983.

Lloydia 2: 189. 1939.

Fl. Bras. 11: 19. 1861.
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Monteverdia krukovii (A. C.

Sm.) Biral

Monteverdia laevigata (Vahl)
Biral

Monteverdia laevis (Reissek)
Biral

Monteverdia lineata (C. Wright

ex Griseb.) Biral

Monteverdia littoralis (R. M.

Carvalho-Okano) Biral

Monteverdia loeseneri (Urb.)
Biral

Monteverdia longifolia

(Reissek ex Loes.) Biral

Monteverdia longistipitata

(Steyerm.) Biral

Monteverdia lucayana (Britton)

Biral, comb

Monteverdia macrocarpa (Ruiz
& Pav.) Biral

Maytenus krukovii A. C. Sm.

Rhamnus laevigata Vahl,
Ceanothus laevigata (Vahl)
DC., Prodr.

Maytenus laevigata (Vahl)
Griseb. ex Eggers

Maytenus laevis Reissek

Maytenus lineata C. Wright

exGriseb.

Maytenus littoralis R. M.

Carvalho-Okano

Maytenus loeseneri Urb

Maytenus longifolia Reissek ex

Loes

Maytenus longistipitata

Steyerm

Maytenus lucayana Britton

Celastrus macrocarpa Ruiz &

Pav

Haenkea macrocarpa (Ruiz &

Pav.) Steud

Maytenus macrocarpa (Ruiz &

Pav.) Brig.

(continua)
J. Arnold Arbor. 20: 294.
1939.

Symb. Bot. 3: 41. 1794
Prodr. 2: 30. 1825
Vidensk. Meddel.
Naturhist. Foren.
Kjgbenhavn 3: 109.
1876.

Fl. Bras. 11: 27. 1861

Cat. PI. Cub. 54. 1866.

Hoehnea 32: 467. 2005.

Symb. Antill. 5: 56.

1904.

Bot.Jahrb.Syst.
15(Beibl): 9. 1893.

Ann. Missouri Bot. Gard.
75: 1064. 1988.

Bull. New York Gard. 4:
140. 1906.

Fl. Peruv. 3: 8. 1802.

Bot. 1: 170, 387. 1821.
Annuaire Conserv. Jard.
Bot. Gen'eve 20: 361.
1919.
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Monteverdia macrophylla
(Reissek) Biral

Monteverdia maestrensis
(Urb.) Biral

Monteverdia manabiensis
(Loes.) Biral

Monteverdia matudae
(Lundell) Biral

Monteverdia megalocarpa

(Groppo & Lombardi) Biral

Monteverdia meguillensis
(Rusby) Biral

Monteverdia microcarpa
(Fawc. & Rendle) Biral

Monteverdia microphylla (Urb.,
Ekman & Loes.) Biral

Monteverdia monticola
(Sandwith) Biral

Monteverdia mucugensis (R.
M. Carvalho-Okano ex Biral &

Groppo) Biral

Monteverdia myrsinoides
(Reissek) Biral

Monteverdia neblinae

(Steyerm.) Biral

Monteverdia nitida (Mart.) Biral

Maytenus macrophylla Mart

Maytenus maestrensis Urb

Maytenus manabiensis Loes

Maytenus matudae Lundell

Maytenus megalocarpa

Groppo& Lombardi

Maytenus meguillensis Rusby

Maytenus microcarpa Fawc. &

Rendle

Maytenus microcarpa Urb.,

Ekman & Loes

Maytenus monticola Sandwith

Maytenus mucugensis R. M.
Carvalho-Okano ex Biral &

Groppo

Maytenus myrsinoides Reissek

Maytenus neblinae Steyerm

Maytenus nitida Mart.

(continua)
Flora 24(Beibl.): 95.
1841.

Repert. Spec. Nov.

Regni Veg. 21: 215.
1925

Repert. Spec. Nov.

Regni Veg. 1: 161.

1905.

Lilloa 4: 383. 1939.

Syst. Bot. 39: 480. 2014.

New York Bot. Gard. 7:

289. 1927.

J. Bot. 59: 19. 1921.

Repert. Spec. Nov.

Regni Veg. 33: 182.

1933.

Fl. Trinidad & Tobago 1:

174. 1930.

Brittonia 66: 332. 2014.

Fl. Bras. 11: 21. 1861.

Ann. Missouri Bot. Gard.

75:1064. 1988.

Flora 24(Beibl.): 91.
1841.
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Monteverdia oblongata
(Reissek) Biral

Monteverdia obtusifolia (Mart.)
Biral

Monteverdia ocoensis (M. M.

Mej’1a & Zanoni) Biral

Monteverdia opaca (Reissek)
Biral

Monteverdia patens (Reissek)
Biral

Monteverdia peruana (Loes.)
Biral

Monteverdia pittieriana

(Steyerm.) Biral

Monteverdia planifolia (A. C.
Sm.) Biral

Monteverdia ponceana
(Britton) Biral

Monteverdia pruinosa
(Reissek) Biral

Monteverdia psammophila
(Biral & Lombardi) Biral

Monteverdia purpusii (Lundell)
Biral

Maytenus oblongata Reissek

Maytenus obtusifolia Reissek

Maytenus ocoensis M. M.

Mej'1a & Zanoni

Maytenus opaca Reissek

Maytenus patens Reissek

Maytenus alaternoides
Reissek var. peruana Loes.
Maytenus peruana (Loes.)

Liesner

Maytenus pittieriana Steyerm

Maytenus planifolia A. C. Sm

Maytenus ponceana Britton,

Bull

Maytenus pruinosa Reissek

Maytenus Biral & Lombardi,

Harvard Pap

Maytenus purpusii Lundell

(continua)
Fl. Bras. 11: 25. 1861.

Flora 24(Beibl.): 88.

1841.

Moscosoa 4: 112. 1986

Fl. Bras. 11: 28. 1861.

Fl. Bras. 11: 13. 1861.

Bot. Jahrb. Syst. 37:
574. 1906.

Monogr. Syst. Bot.
Missouri Bot. Gard. 127:
1271. 2014.

Fieldina, Bot. 28: 338.
1952.

Lloydia 2: 189. 1939.

Torrey Bot. Club 51: 10.

1924.

Fl. Bras. 11: 20. 1861.

Bot. 18: 129. 2013.

Amer. Midl. Naturalist
20: 238. 1938.
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Monteverdia pustulata

(Steyerm.) Biral

Monteverdia quadrangulata
(Schrad.) Biral

Monteverdia radlkoferiana

(Loes.) Biral

Monteverdia recondita

(Hammel) Biral

Monteverdia reflexa (Urb.)
Biral

Monteverdia retusa (Poir.)

Biral

Monteverdia revoluta (Alain)
Biral

Monteverdia revoluta (Alain)

Biral var. bissei Mory

Monteverdia revoluta (Alain)

Biral var. jaucoensis Mory

Monteverdia revoluta (Alain)

Biral var. macrophylla Mory

Monteverdia rigida (Mart.) Biral

Monteverdia robusta (Reissek)
Biral

Maytenus pustulata Steyerm

Celastrus quadrangulata
Schrad
Maytenus quadrangulata

(Schrad) Loes

Maytenus radlkoferiana Loes

Maytenus recondita Hammel

Maytenus reflexa Urb

Celastrus retusa Poir.

Maytenus retusa (Poir.) Briq

Maytenus revoluta Alain

Maytenus revoluta Alain var.

bissei Mory

Maytenus revoluta Alain var.

jaucoensis Mory

Maytenus revoluta Alain var.
macrophylla Mory

Maytenus rigida Mart

Maytenus robusta Reissek

(continua)
Ann.Missouri Bot. Gard.
75:1084. 1988.

Goett. Gel. Anz. 1: 716.
1821.

Nat. Pflanzenfam 2:
142. 1942.

Bot. Jahrb. Syst.
15(Beibl.): 7. 1893

Novon 7: 150. 1997

Symb. Antill. 5: 64. 1904

Encycl. Suppl. 2: 146.
1811.Annuaire.

Conserv. Jard. Bot.

Geneve 20: 351. 1919.
Contr. Ocas. Mus. His.
Nat. Col. “De La Salle”
12: 5. 1953.

Feddes Repert. 96: 549.
1985.

Feddes Repert. 96: 549.
1985.

Feddes Repert. 96: 550.
1985.

Flora 24(Beibl.): 90.
1841.
FIl. Bras. 11: 15. 1861.
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Monteverdia rupestris (Pirani &
R. M. Carvalho-Okano) Biral

Monteverdia samydiformis
(Reissek) Biral

Monteverdia sapotiformis
(Reissek) Biral

Monteverdia saxicola (Britton
& Wilson) Biral

Monteverdia schippii (Lundell)
Biral

Monteverdia schumanniana

(Loes.) Biral

Monteverdia segoviarum
(Standl. & L. O. Williams) Biral

Monteverdia serpentini

(Borhidi & O. Muniz) Biral

Monteverdia sieberiana (Krug

& Urb.) Biral

Monteverdia splendens (Urb.)
Biral

Monteverdia spinosa (Griseb.)
Biral

Maytenus robusta Pirani&R.M.
Carvalho-Okano

Maytenus samydiformis

Reissek

Maytenus sapotiformis

Reissek

Maytenus saxicola Britton &

Wilson

Maytenus schippii Lundell

Maytenus schumanniana Loes

Maytenus segoviarum Standl.
& L. O. Williams

Maytenus buxifolia (A. Rich)
Griseb. var. serpentini Borhidi
& O. Muniz

Maytenus serpentini (Borhidi &
O. Muniz) Borhidi & O. Muniz

Maytenus sieberiana Krug &
Urb

Maytenus splendens Urb
Moya spinosa Griseb.
Gymnosporia spinosa
(Griseb.) Loes. ex Hicken
Maytenus spinosa (Griseb.)
Lourteig & O’Donell

(continua)
Novon 9: 95. 1999.

Fl. Bras. 11: 11. 1861.

Fl. Bras. 11: 27. 1861.

Bull. Torrey Bot. Club
50: 41. 1923

Phytologia 1: 305. 1939.

Notizbl. Bot. Gart.
Berlin-Dahlen 13: 218.
1938.

Ceiba 1: 85. 1950.

Acta Bot. Acad. Sci.
Hung. 17: 14. 1971,

Bot. K'ozlem 62: 25.
1975.

Symb. Antill. 5: 60.
1904.

Symb. Antill. 9: 68.
1923.

Abh. Konigl. Ges. Wiss.
Gottingen 19: 111.1874;
Bol. Soc. Physis 1: 30.
1912;
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Monteverdia sprucei (Briq.)
Biral

Monteverdia stipitata (Lundell)
Biral

Monteverdia subalata
(Reissek) Biral

Monteverdia tetragona
(Griseb.) Biral

Monteverdia tikalensis
(Lundell) Biral

Monteverdia truncata (Nees)

Biral

Monteverdia urbaniana (Loes.)

Biral

Monteverdia urbanii (Alain)
Biral

Monteverdia urquiolae (Mory)
Biral

Monteverdia versluysii (Bold.)
Biral

Monteverdia virens (Urb.) Biral

Monteverdia wendltii (Lundell)
Biral

Maytenus sprucei Briq

Maytenus stipitata Lundell

Maytenus subalata Reissek

Maytenus tetragona Griseb

Maytenus tikalensis Lundell

llex truncata Nees

Maytenus truncata (Nees)

Reissek

Maytenus urbaniana Loes.

Maytenus urbanii Alain

Maytenus urquiolae Mory

Maytenus versluysii Bold.

Maytenus virens Urb., Symb

Maytenus wendtii Lundell

(concluséo)
Natura 1: 188. 1955.
Annuaire Cons. Jard.
Bot. Gen'eve 20: 363.
1911.

Phytologia 56: 139.
1984.

Fl. Bras. 11: 12. 1861.

Fl. Brit. W. 1. 709. 1864.

Wrightia 4: 90. 1968.

Flora 4: 301. 1821.
FIl. Bras. 11: 5. 1861.

Bot. Jahrb. Syst.

15(Beibl.): 10. 1893.

Sida 20: 1645. 2003.

Feddes Repert. 104:

432. 1993.

FI. Dutch W. Ind. Is. 2:
58.1914.

Antill. 5: 60. 1904.

Phytologia 51: 28. 1984.

FONTE: Adaptado de Biral et al (2017).
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O género Monteverdia possui origem nativa e ocorre em todas as regides
brasileiras com confirmagao no Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondénia,
Roraima e Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sao Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina) (Flora
e Funga do Brasil, 2022). Estdo listadas no género 49 espécies com dominios
fitogeograficos na Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal
(Flora e Funga do Brasil, 2022). Destas, 36 espécies sao endémicas e podem
apresentar os seguintes tipos de vegetacdo: Area Antrépica, Caatinga (stricto sensu),
Campinarana, Campo de Altitude, Campo Limpo, Campo Rupestre, Carrasco,
Cerrado (/ato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Igapd, Floresta de Terra
Firme, Floresta de Varzea, Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial), Floresta Ombroéfila Mista,
Manguezal, Restinga, Savana Amazoénica, Vegetacdo Sobre Afloramentos Rochosos
(Flora e Funga do Brasil, 2022).

Espécies do género sao utilizadas para tratamento de algumas enfermidades.
Dois exemplos popularmente conhecidos sao as espécies Monteverdia ilicifolia (Mart.
ex Reissek) Biral (sinbnimo Maytenus officinalis Mabb., Maytenus muelleri Schw. e
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek) (Mariot; Barbieri, 2008; Flora e Funga do Brasil,
2022) e a espécie Monteverdia aquifolia (Mart.) Biral, (sinbnimos Maytenus aquifolia
Mart., Maytenus briquetii Loes. e Maytenus oxyodonta Reissek) (MARIOT; BARBIERI,
2008; Flora e Funga do Brasil, 2022). Ambas sao conhecidas como espinheira-santa,
cancorosa e apresentam atividades farmacoldgicas (Leme et al.,2013). As duas
espécies sao assim chamadas por apresentarem as folhas com margens
espinescentes e sao associadas ao mesmo efeito terapéutico (Mariot; Barbieri, 2008;
Veloso et al., 2017), porém, sdo espécies distintas. Espinheira-santa parece ser, no
entanto, o nome vernaculo mais usado para estas e outras espécies pertencentes ao
género Monteverdia, por exemplo, Monteverdia robusta (Reissek) Biral e Monteverdia
truncata (Nees) Biral que também sao conhecidas como espinheira-santa, além de
terem outros nomes populares (Niero; Andrade; Cechimel Filho, 2011). Enquanto
Monteverdia ilicifolia (Mart.) Biral esta distribuida nos Estados de Mato Grosso do Sul,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; também no Paraguai, Bolivia e leste da

Argentina, a espécie Monteverdia aquifolia (Mart.) Biral esta distribuida em Minas
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Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(Arlberton, 2001; Mariot; Barbieri, 2008).

As folhas, as cascas e as raizes da espinheira-santa sao utilizadas,
tradicionalmente, pelos indios, no preparo de chas medicinais e infusdes, contra
alteracdes gastricas (Veloso et al., 2017). Ha relatos de que as mulheres indigenas
usavam a infusdo ou decocgao por seu efeito contraceptivo, para induzir a
menstruagdo e em preparagdes externas (Alberton, 2001; Brasil, 2016). Destacam-
se, ainda, acéo cicatrizante, analgésica, para emagrecimento, problemas na bexiga,
problemas ou dores estomacais, problemas renais, diabetes, problemas intestinais,
tratamento de Ulceras gastricas, tratamento de gastrite e depurativa do sangue
(Veloso et al., 2017). A acao terapéutica mais importante da espinheira santa € a agao
antiulcerogénica, devido aos taninos hidrolisaveis presentes na espécie (Mariot;
Barbieri, 2007; Silva et al., 2012; Leme et al., 2013; Brasil, 2016), tanto que, apds
inumeros estudos que comprovaram seus beneficios a saude, a espinheira-santa
passou a ser manipulada pela industria farmacéutica na formulacdo de medicamentos
(Brasil, 2016).

No Brasil, M. licifolia é considerada Produto Tradicional de Registro
Simplificado. Desta forma para ser comercializada, de acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), segundo regras, apds notificagao. A notificagéo &
prévia comunicacdo a ANVISA é feita pelo fabricante informando que pretende
comercializar o produto. A INSTRUCAO NORMATIVA N° 02 DE 13 DE MAIO DE 2014
(“Lista de medicamento fitoterapicos de registro simplicados” A IN traz todas as
informacdes sobre nomenclatura, nome popular, parte utilizada, marcador quimico,
derivado vegetal, alegacédo de uso, dose diaria, vias de administracéo e restricado de
uso, além de informar que a comercializacdo é sem prescricdo (Brasil, 2014). A
normativa preconiza o uso da espécie para o tratamento de gastrites e ulceras
duodenais mediante a padronizagcao de seus derivados pelo conteudo de taninos
expressos em pirogalol (Brasil, 2014).

Também esta descrita no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira (FFFB) que contém 85 (oitenta e cinco) monografias de espécies medicinais
e um total de 236 formula¢des indicadas (Brasil, 2021).

Na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) 2022, esta
descrito a quantidade diaria de taninos expressos em pirogalol, nas formas

farmacéuticas: tintura, suspensao oral e emulsao oral. A lista foi oficializada em 1975,
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por meio da Portaria 233 do Ministério da Previdéncia e Assisténcia Social e desde
entdo busca investir e aprimorar a lista de medicamentos essenciais como instrumento
de garantia ao acesso a assisténcia farmacéutica e uso racional de medicamentos
(Brasil, 2022).

O Formulario Terapéutico Nacional (FTN) € um dos documentos orientadores
para o uso dos medicamentos, o qual contém informagdes cientificas, isentas de
conflitos de interesse e com base em evidéncias sobre os farmacos constantes na
RENAME. Sao apresentados indicacdes terapéuticas, contraindicagdes, precaugoes,
efeitos adversos, interagdes, esquemas de administracdo, orientacdo ao paciente,
formas farmacéuticas e apresentagdes disponiveis, entre outras informacgdes. Seu
objetivo é auxiliar profissionais de saude e gestores para a selegéo, a prescrigéo, a
dispensacao e o uso dos medicamentos e insumos indispensaveis e adequados as
condigdes clinicas mais prevalentes (Brasil, 2022).

Assim como Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral e Monteverdia
aquifolia (Mart.) Biral, outras espécies do género também apresentam atividades
terapéuticas e sdo utilizadas na medicina popular. A TABELA 3 ilustra as principais

especies.

TABELA 3 - NOMES E INDICACOES TERAPEUTICAS DESCRITAS NA MEDICINA POPULAR DE
ESPECIES PERTENCENTES AO GENERO Monteverdia
(continua)

Nome Cientifico Nome Popular Uso Popular Referéncias

M. aquifolium
Reissek) Biral
M. ilicifolia (Mart.) Biral

(Mart. ex | ’Espinheira-santa”, Problemas gastricos,
al., 2014)

“cancerosa’

M. cassineformis (Reissek)
Biral

“Coracao-de-bugre’ Problemas gastricos (Schwanz, 2012)

M. dasyclada (Mart.) Biral “Coracao-de-negra’ Problemas gastricos (Schwanz, 2012)

M. distichophylla (Mart. ex Ulceras estomacais

Reissek) Biral

“Casca-amarela’, (Duarte, 2013)

(Duarte 2013; Calou et

“pau-colher”
M. guyanensis (Reissek) “Chichua” Estimulante, relaxante (Conceigao, 2010)
Biral muscular, reumatismo,
artrites, hemorroidas e
rins.
. “Chuchuhuasi”, Dor nas costas, dor de (Torpoco et al., 2007,
M. macroparca (Ruiz & p » -
chuchuguaso estbmago, dor de Salazar-Granara et al.,

Pav.) Biral

garganta, reumatismo.

2008; Robles-Pizarro et

al., 2014)
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M. obtusifolia (Mart.) Biral

“Carne-de-anta”,

Tratamento de Ulcera,

(concluséo)
(Sousa; Almeida, 2005;

“carrancudo”, “bom-
nome”

inflamagodes, cancer. | Motta et al., 2008)

p - Inflamacgao, dor,
Bom-nome”, “bom- .

» o reumatismo,

homem?”, “cabelo- | . ~
- infecgdes, processo de
de-negro”,“casca-

- cura
grossa’”, “pau-de-
colher”, “chapéu-

de-couro”

M. rigida (Mart.) Biral (Lima et al., 2010;

Vieira, 2013)

(Silva et al., 2015)

M. robusta (Reissek) Biral Ulcera gastrica

M. spinosa (Griseb.) Biral Abriboca Doengas estomacais

2014)

Todo-lado”, “todo-

jeito”, “arvore-de-
natal

(Fonseca et al.,2007)

M. truncata (Nees) Biral Ulcera gastrica

(Gutiérrez-Nicolas et al.,

FONTE: A autora (2020).

Extratos e substancias isoladas das espécies do género Monteverdia
apresentam atividades bioldgicas descritas na literatura, destacam-se M. ilicifoilia, M.
truncata, M. robusta, M. rigida, M. obtusifolia com atividade antiulcerogénica, anti-
inflamatoria e analgésica, M. salicifolia com atividade antialérgica (Niero; Andrade;
Cechinel Filho, 2011), M. evonymoides com atividade larvicida (Dos Anjos et al.,
2023). A presenca de compostos fendlicos, glicosideos, terpenos, esteroides e
alcaloides sdo descritos como os possiveis responsaveis pelas atividades bioldgicas
do género (Niero; Andrade; Cechinel Filho, 2011). A espécie Monteverdia aquifolia
(Mart.) Biral apresenta uma variedade de compostos como esteroides, terpenoides,
flavonoides e flavonoides do tipo sacarideos (Niero; Andrade; Cechinel Filho, 2011).
A presenca de flavonoides e triterpenos pode explicar as agdes anti-inflamatérias e
antiulcerosas atribuidas a esta espécie (Mossi et al., 2009) e a presenga de taninos
pode explicar as propriedades antimutagénica e anticancerigena (Mossi et al., 2009).

No estudo realizado por Andrade et al. (2007), verificou-se que o extrato
(Reissek) Biral
gastroprotetora, através da inibi¢cao significativa da formacéao de ulceras induzidas por

hidroalcodlico de Monteverdia robusta apresenta atividade
diferentes modelos, bem como a capacidade de diminuir a secre¢do gastrica (Andrade
et al., 2007). Fonseca et al, (2007) constatou em seus estudos a atividade analgésica

e antiulcerosa nos extratos acetato de etila e metandlico das folhas de Monteverdia
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truncata (Nees) Biral, sendo uma alternativa terapéutica no tratamento de problemas
gastricos (Fonseca et al., 2007).

Santos et al. (2007), constatou no extrato etandlico da espécie Monteverdia
rigida (Mart.) Biral as atividades anti-inflamatoria, antiulcera e antidiarreica (Santos et
al., 2007). Além desses efeitos, Monteverdia rigida (Mart.) Biral também apresentou
efeito antinociceptivo (Martins et al., 2012).

Em estudos realizados a partir das espécies Monteverdia imbricata (Mart. ex
Reissek) Biral e Monteverdia gonoclada (Mart.) Biral, foram isolados componentes
triterpenos que exibiram propriedades de inibicdo da acetilcolinesterase (Veloso et al.,
2017).

2.2.1 Grupos fitoquimicos e compostos isolados do género Monteverdia A. Rich.

O reino vegetal € o responsavel pelo fornecimento de substancias quimicas
com propriedades medicinais, neste contexto, os avangos cientificos envolvendo
estudos quimicos e farmacoldgicos de espécies vegetais tem fomentado a utilizagcao
de produtos naturais e seus estudos s&o incentivados (Pinto et al., 2002; Barreiro;
Fraga; Araujo Jr, 2007; Newman; Cragg, 2020). Inicialmente a produgdao dessas
substancias quimicas se da por meio do metabolismo vegetal, este € dividido em
metabolismo primario responsavel pela produgcdo dos metabolitos essenciais ao
desenvolvimento vegetal, processo fotossintético, respiratoério, na aquisicdo de
nutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas) e metabolismo secundario responsavel
pela producéo de metabolitos (alcaloides, flavonoides, terpenos, glicosideos, entre
outros) (Barreiro; Fraga; Araujo Jr, 2007), que desempenham papel fundamental na
protecao ao stress (Garcia; Carril, 2009).

O objetivo da pesquisa fitoquimica é investigar os constituintes quimicos
presentes nas espécies vegetais, provenientes do metabolismo secundario, dessa
forma, contribuir significativamente com estudos de plantas que n&o dispdem de
dados sobre sua composi¢cdo quimica (Barreiro; Fraga; Araujo Jr, 2007; Da Silva;
Miranda; Conceicéo, 2010). Ademais, a investigacdo desses constituintes quimicos,
proporciona a descoberta de substancias com atividades biolégicas (Da Silva;
Miranda; Conceic¢do, 2010) e agregam valor devido as suas aplicagdes na industria,
como farmacos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (Pinto et al., 2002).



57

A descoberta dos salicilatos obtidos a partir da planta Salix alba L. foi um marco
importante para o desenvolvimento de farmacos (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006),
assim como a descoberta do 6pio, a partir da planta Papaver somniferum L. com
propriedades analgésicas e soporiferas, com relatos de uso desde a época dos
Sumérios (4000 A.C.). A partir do opio foi elucidado seu componente majoritario, a
morfina, e a partir dele foi possivel identificar substancias como a codeina, a tebaina,
a narcotina e a papaverina (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006).

Diante do exposto, as plantas sao consideradas fontes de compostos naturais
biologicamente ativos e servem de matéria-prima na sintese de farmacos (Costa-
Lotufo et al., 2002). Porém, estes compostos podem apresentar propriedades de
absorcao e distribuicdo fora dos parametros aceitaveis para se tornar efetivamente
um farmaco e, portanto, tém sido foco de varios estudos quimicos e farmacologicos
que visam elucidar duvidas em relagéo a estrutura/atividade (Niero et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios pertencem a trés grandes grupos: terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides (FIGURA 4). A partir da via do acido mevaldnico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto) sédo sintetizados os
terpenos; a partir da via do acido chiquimico e da via do acido mevalbnico sao
sintetizados os compostos fendlicos e a partir da via dos derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina) na via do &acido chiquimico, assim como o0s
aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) séo sintetizados os alcaloides (Garcia; Carril,
2009).
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FIGURA 4 - PRINCIPAIS VIAS DO METABOLISMO SECUNDARIO
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FONTE: Adaptado de Garcia e Carril (2009)
NOTA: 3PGA: 3-acido fosfoglicérico

Ha relatos na literatura de estudos fitoquimicos com diversas espécies
pertencentes ao género Maytenus/Monteverdia que descrevem a presenca das
classes de metabdlitos secundarios, dentre eles destacam-se compostos fendlicos
(Antunes et al., 2020), flavonoides e triterpenos (Yariwake et al., 2005), esteroides
(Niero et al., 2011; Ferreira et al., 2017), sesquiterpenos (Duarte, 2013), alcaloides
(Gutiérrez-Nicolas et al., 2014; Callies et al., 2017) e taninos (Mossi et al., 2009; Niero;
Andrade; Cechinel filho, 2011).

Os flavonoides fazem parte dos metabdlitos secundarios provenientes da
classe de compostos fendlicos, estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
portanto, sdo considerados marcadores quimicos (Zuanazzi; Montanha, 2007).
Apresentam um nucleo caracteristico C6-C3-C6 (FIGURA 5), sendo biossintetizados
a partir das vias do acido chiquimico e do acido acético (Coutinho; Muzitano; Costa,
2009; Feng; Hao; Li, 2017).
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FIGURA 5 - DIVERSIDADE ESTRUTURAL DOS FLAVONOIDES
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FONTE: Adaptado de Garcia e Carril (2009).

Os flavonoides estao envolvidos na defesa das plantas (protecao contra raios
UV, protecao contra insetos, fungos e bactérias) e na atracdo de polinizadores
(Zuanazzi; Montanha, 2007; Tohge; Perez de Souza; Fernie, 2018; Babenko et al.,
2019). Dentre as atividades bioldgicas atribuidas a classe, destacam-se: atividade
antioxidante, antiviral, antitumoral, anti-inflamatéria (Zuanazzi; Montanha, 2007;
Coutinho; Muzitano; Costa, 2009). Diversos compostos quimicos sao relatados na
literatura, a exemplo: canferol-3-O-3-D-glicopiranosil-(1—3)-a-L-ramnopiranosil
(1—2)-B-Dglicopiranosideo e quercetina-3-O-p-D-glicopiranosil-(1—3)-a
Lramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosideo proveniente da espécie Monteverdia
robusta (Souza, 2016).

A classe dos terpenos (derivados da via do Mevalonato e da via do
Piruvato+3PGA) estdo amplamente distribuidos na familia Celastraceae e no género
Monteverdia. Nesta classe estao incluidos os hormdnios (giberelinas e acido
abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos e xantofilas), esterois (ergosterol,
sitosterol, colesterol), derivados de esterois (glicosideos cardiacos), latex e dleos
essenciais (fornecem o cheiro e sabor caracteristicos das plantas) (Garcia; Carril,
2009). Sua classificacéo se da em torno da quantidade de cadeias de isoprenos (C5)

agrupadas (FIGURA 6): monoterpenos (2 cadeias de C5); sesquiterpeno (3 cadeias
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de C5); diterpenos (4 cadeias C5); triterpenos (6 cadeias de C5); tetraterpenos (8

cadeias de C5); politerpenos (acima de 8 cadeias de C) (Garcia; Carril, 2009).

FIGURA 6 - CLASSIFICAGAO DOS TERPENOS DE ACORDO COM A QUANTIDADE DE
ISOPRENO
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FONTE: Adaptado de Garcia e Carril (2009).

Ademais, os terpenos possuem uma ampla variedade de esqueletos,
portanto, diversas atividades farmacoldgicas estdo associadas a estrutura quimica
(Figueiredo, 2019) a exemplo: atividade anti-inflamatdria, antialérgica e analgésica
(Veloso et al., 2017).

Ha relatos na literatura de diversas substancias quimicas isoladas pela
primeira vez: Figueiredo, (2019) isolou o composto 29-norlupan-3,20-diona da espécie
Maytenus erythroxylon. Duarte (2013) isolou maytensifolona, da espécie Maytenus
distichophylla. Silva et al (2011) isolou 3-oxo-12a,29-diidroxifriedelano, da espécie
Maytenus gonoclada. Wibowo et al. (2016) isolou sesquiterpenos dihidro-3-
agarofuranicos, as bilocularinas da espécie Maytenus biloculares.

A classe dos alcaloides deriva de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina), provenientes da rota biossintéticas do acido chiquimico, e de aminoacidos
alifaticos (ornitina, lisina) (Garcia; Carril, 2009; Cushnie; Cushnie, 2014; Lorrai et al.,

2024). Uma particularidade da classe é a presenca de um atomo de nitrogénio no seu



61

anel carbonico, este por sua vez, apresenta um par de elétrons ndo compartilhado
(Henriques et al., 2007; Oliveira et al., 2014; Melo et al., 2023). Sua sintese ocorre no
reticulo endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vacuolos e, portanto, ndo
aparecem em células jovens (Henriques et al., 2007). A diversidade estrutural resulta
de modificagdes no esqueleto 1-btiq por hidroxilagdes, reducdes, oxidagdes, formacgao
de ligagbes CC e O- e N-metilagdes, de tal forma que 13 subtipos podem ser
basicamente distinguidos: simples, aporfinas, benzofenantridinas,
bisbenzilisoquinolinas, cularinas, ftalideisoquinolinas, morfinanos, morfinandienonas,
pavinas/isopavinas, protoberberinas, protopinas, rodeadinas/paverrubinas e
secoberberinas (Chacon; Gonzalez-Esquinca; Riley-Saldafa, 2012).

A ornitina é precursora dos alcaloides pirrolidinicos e tropanicos, a lisina da
origem aos alcaloides piperidinicos. A tirosina e o triptofano sao formados na via do
acido chiquimico e dao origem aos alcaloides isoquinolinicos e inddlicos,
respectivamente (Henriques et al., 2007; Garcia; Carril, 2009). A FIGURA 7 ilustra

alguns exemplos encontrados na natureza.

FIGURA 7 - EXEMPLOS DE ALCALOIDES PRESENTES NA NATUREZA
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FONTE: A autora (2022).
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A cafeina é um alcaloide purinico, derivada de aminoacidos tais como glicina,
acido L- aspartico e L-glutamina, isolada pela primeira vez em 1819, seu principal
representante € o Coffea arabica, também encontrado em Camellia sinensis, Paullinia
cupana e llex paraguariensis (Lorrai et al., 2024). A cocaina é um alcaloide tropanico
derivado de ornitina. A morfina € um alcaloide isoquinolinicos derivado de tirosina. A
nicotina € um alcaloide pirrolidinico derivado de lisina (Henriques et al., 2007).

Ademais, apresenta baixo peso molecular, ampla variedade estrutural e dessa
forma, uma infinidade de atividades bioldgicas sdo atribuidas a esta classe (Chacén;
Gonzalez-Esquinca; Riley-Saldana, 2012). A exemplo: anticolinérgica (atropina,
hiosciamina e escopolamina); antimalarica (quinina); anti-hipertensiva (reserpina e
protoveratrina A); antitussigeno (codeina e noscapina); antitumoral (vimblastina e
vincristina);  simpatomimético  (efedrina); estimulante do SNC (cafeina);
hipnoanalgéciso (morfina); depressor cardiaco (quinidina); tratamento do mal de
Alzheimer (galantamina); entre outras (Henriques et al., 2007).

Callies et al (2017) relatou pela primeira vez o isolamento dos alcaloides
sesquiterpenopiridinicos vulcanicolina-A, cuzcoinina de Maytenus segoviarum,

vulcanicolina-B, jelskiina de Maytenus jelskii e vulcanicolina-C de Maytenus cuzcoina.
2.3 ESPECIE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

Popularmente conhecida como coragcdo de bugre a espécie Monteverdia
evonymoides (Reissek) Biral apresenta os sinbnimos: Maytenus evonymoides var.
minarum Briq; Maytenus pseudocasearia Reiss; Maytenus evonymoides Reissek
(Flora e Funga do Brasil, 2020). No QUADRO 1 é apresentada a classificagéo da

espéecie em estudo.
QUADRO 1 - HIERARQUIA TAXONOMICA DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

HIERARQUIA TAXONOMIA
REINO Plantae
DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Celastrales
FAMILIA Celastraceae
GENERO Monteverdia A. Rich
ESPECIE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

FONTE: Adaptado de Flora e Funga do Brasil (2020);
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A Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral € uma espécie nativa no Brasil com
distribuicdo geografica ilustrada na FIGURA 8. Estda presente nos Dominios
Fitogeograficos do Cerrado e Mata Atlantica com ocorréncias confirmadas nas regides
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo), Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina) (Flora e Funga do Brasil, 2020).

FIGURA 8 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral NO BRASIL
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FONTE: Flora e Funga do Brasil (2020).

Apresenta arbustos a arvores que podem chegar até 20 m de altura, inermes;
ramos jovens carenados, pubescentes, comumente lenticelados. As folhas sao
disticas, patentes, com a presenca de peciolo subnulo com aproximadamente 3 mm
de comprimento, a lamina foliar apresenta entre 2,7-9,1 cm de comprimento por 1,2-3
cm de largura (Santos, 2016). Ainda em relacédo as folhas, elas sdo estreitamente
elipticas a ovadoelipticas, apresentam base aguda e as margens crenadas, planas,
com apice agudo a obtuso, ndo mucronado, ainda sdo membranaceas, com glabras,
concolores. A nervura primaria € plana na face adaxial e prominula na face abaxial
com nervuras secundarias 6-7 pares, inconspicuas na face adaxial. As inflorescéncias
sao fasciculadas, multifloras, com pedicelos em torno de 2-5 mm; flores pentameras,

biloculares, dois oOvulos por loculo. Os frutos medem entre 6-8 x 4-7 mm, sao
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esferoides a obovoides, bivalvares, o pericarpo € lenhoso com 1-2 sementes, envoltas
totalmente por caruncula (Santos, 2016). Como uma das espécies mais comuns do
género, Monteverdia evonymoides apresenta grande amplitude ecoldgica se
distribuindo por florestas estacionais semideciduais, florestas ombréfilas densas e
mistas, matas ciliares, e matas de altitude, de 100 a 2455 m de altitude. Teve seu
primeiro registro de ocorréncia confirmada para a flora da Argentina (Biral, 2014).
Flores em janeiro, de junho a setembro, e em novembro; frutos de julho a janeiro
(Santos, 2016).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal da espécie Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral foi
coletado em dois periodos, a primeira coleta ocorreu em margo de 2020, em que foram
coletados material botanico de 6 individuos, coordenadas geograficas latitude 25° 26°
58" S, longitude 49° 14" 21" W. A segunda coleta ocorreu em outubro de 2020, no
mesmo local, ambas na cidade de Curitiba-PR (FIGURA 9).

FIGURA 9 - Monteveria evonymoides (Reissek) Biral, LOCAL DA COLETA
» 'I"".'Il?-.e_ P e
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Para a confirmacdo da identidade foram coletados material vegetal com

estruturas reprodutivas, uma excicata foi confeccionada e sua identificagdo foi
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realizada por comparacao no Herbario Escola de Florestas Curitiba-EFC, por Rodrigo
Trompinski, sob o numero EFC 19467 (FIGURA 10). O presente estudo possui
cadastro no SISGEN sob o numero A13E001 (ANEXO A).

FIGURA 10 - EXSICATA DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

FONTE: A autora (2020).

As folhas foram colocadas em sacos de papel pardo (FIGURA 11), secas em
temperatura ambiente e posteriormente reduzidas a fragmentos de pequenas
dimensdes em moinho de facas/martelo, com a finalidade de promover maior area de
contato entre o material vegetal e o liquido extrator e assim melhorar a eficacia do
processo extrativo. Na primeira coleta foram obtidos 1.757,00 g de folhas secas, este
foi submetido a extracado hidroalcodlica para realizagao dos ensaios fitoquimicos e
bioldgicos propostos. Na segunda coleta foram obtidos 843,90 g, direcionados para

obtencao do extrato cetdnico e ensaios fitoquimicos.
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FIGURA 11 - PROCESSO DE SECAGEM DAS FOLHAS DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.

FONTE: A autora (2020).

Os galhos foram colocados em sacos de nylon (FIGURA 12), apés a completa
secagem, em temperatura ambiente, 0 mesmo processo de moagem em moinho de
facas/martelo foi realizado. Na primeira coleta foram obtidos 2.067 g de caules secos,
este foi submetido a extracao hidroalcodlica para realizagao dos ensaios fitoquimicos
e bioldgicos propostos. Na segunda coleta foram obtidos 760 g, direcionados para
obtencéo do extrato cetdnico e ensaios fitoquimicos.

FIGURA 12 -PROCESSO DE SECAGEM DOS CAULES DE Monteverdia evonymoides (Reissek)
Biral

FONTE: A Autora (2020).

O fluxograma (FIGURA 13) permite identificar e auxilia na compreenséo de
cada fase da pesquisa cientifica.



FIGURA 13 - FLUXOGRAMA DAS FASES DA PESQUISA COM Monteverdia evonymoides (Reissek)
Biral.
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FONTE: A autora (2020).
NOTA: Azul: atividades realizadas com ambas as coletas; Verde: atividades realizadas com material
da primeira coleta; Amarelo: atividade realizada com material da segunda coleta.
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3.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

Folhas e caule foram coletados e fixados em solucdo de FAA, composto de
formaldeido, acido acético e etanol 70%, na proporgéo 0,5:0,5:9 (v/v). O objetivo da
fixacdo € preservar as estruturas celulares, bloqueando o seu metabolismo e
processos vitais de autolise (Johansen, 1940). Apos 72 horas de fixagao, as folhas,
galhos e frutos foram mantidos em etanol 70% (Berlyn; Miksche, 1976; Akisue;
Oliveira, 2000; Arruda, 2021) até o preparo das laminas utilizadas na identificagcao das

estruturas.

3.2.1 Preparo de laminas semipermanentes

As laminas semipermanentes foram obtidas por meio da técnica de cortes de
seccdes transversais e, a mao livre, tendo o auxilio de um suporte de isopor (Cortez
et al., 2016). Os cortes obtidos foram corados pela técnica de dupla coloragdo, com
azul de astra e fucsina basica, que permite identificar as estruturas aciddfilas e
basdfilas respectivamente (Kraus et al., 1998). Com o azul de astra é possivel corar
celulose e xilema. Com a fucsina basica ¢é possivel visualizar fibras
esclerenquimaticas e floema. Para a montagem das laminas foi utilizada glicerina
50%, com a fungdo de manter os cortes hidratados (Berlyn; Miksche, 1976). Por fim
foi realizada a analise dos cortes e fotografados em microscopio foténico (BX40,

Olympuse).

3.2.2 Técnica de diafanizagao ou clareamento

Somente as folhas passaram pelo processo de diafanizagao. As folhas foram
seccionadas e deixadas submersas em agua destilada em vidro de reldgio. Em
seqguida, foram clarificadas em placa de Petri, utilizando como alvejante uma solugéo
de hipoclorito de sédio em agua (80/20) preparada a partir de hipoclorito de sodio a
2,5% por um periodo de 72 horas. Apds o clareamento, as partes das folhas foram
lavadas com agua destilada por 6 vezes de 15 em 15 minutos. Para neutralizar o pH,

o material foi lavado em uma solug¢ao de acido acético 5%, lavado novamente em
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agua destilada e corado com safranina 1% (Franklin, 1945). Foi efetuado o processo

de montagem da lamina com glicerina 50% (Kraus et al., 1998).

3.2.3 Testes histoquimicos

Para os testes histoquimicos foram feitas secgdes transversais a mao livre do

material fixado em solugcéo FAA e utilizados os reativos conforme o QUADRO 2.

QUADRO 2 - REATIVOS UTILIZADOS NOS TESTES HISTOQUIMICOS

COMPOSTOS REATIVO TEMPO DE RESULTADO REFERENCIAS
PESQUIZADOS REACAO POSITVO
Compostos Dicromato de 10 min Avermelhado/ preto Johansen,1940.
fenolicos potassio/
Cloreto férrico
Compostos Sudam IlI 10 — 20 min Vermelho alaranjado Foster, 1949
Lipofilicos
Lignina Floruglucina 5 min Vermelho/ Réseo Sass, 1951
cloridrica Figueiredo et al.,
2007
Amido Lugol 5 min Azul escuro ou Berlyn, Miksche,
marrom escuro 1976.
Mucilagem Azul de 5 min Coloragao azulada ou Lemos; Chaves,
metileno violeta 2022

FONTE: A Autora (2022).

Os resultados foram registrados através de fotomicrografias em microscépio
optico acoplado a camera digital modelo Olympus CX 31 com unidade de controle C

7070) do laboratério de Farmacognosia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.2.4 Microscopia eletrbnica de varredura

Foi realizada a analise ultra estrutural de superficie por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) em alto vacuo. Esta analise permite observar o tipo de cuticula,
caracteristicas do caule, folhas, peciolo e frutos, tipo e forma de cristal. Para tal
procedimento, as amostras fixadas em FAA 70% foram desidratadas em serie
etandlica crescente (80%, 90%, 100%) sendo trocadas a cada 15 minutos (Gross;
Pires; Fernandes., 2014). Nessa fase, ocorreu a remogao completa do alcool por CO2

com a finalidade de manter o material completamente seco, apds passar pelo ponto
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critico. Na sequéncia foi realizada a metalizagao por 20 minutos, com ouro no aparelho
SCD-030, Balzerse, a qual permite a deposicdo de metal na amostra com a finalidade
de dar condutibilidade aos elétrons. Em seguida foram analisadas em microscopio
eletrénico de varredura (Jeol JSM 6360 LV) de emissao de campo Tescan Mira3, em
modo de alto vacuo, com uma tensdo de aceleracdo de 15 kV, no laboratorio

multiusuario (C-LABMU) na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.2.5 Espectroscopia de raios X por energia dispersiva

Para obter a composigdo quimica elementar dos cristais foi realizada a analise
de espectroscopia de raios-x por dispersdo de energia (EDS). Os cristais foram
analisados e espectros elementares foram preparados utilizando o detector EDS
anexado ao FESEM, no laboratério multiusuario (C-LABMU) na Universidade Estadual

de Ponta Grossa. Como controle negativo foram analisadas células sem cristais.

3.3 PARAMETROS FARMACOPEICOS

3.3.1 Umidade (Perda por dessecagao)

A metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 62 edigéo (Brasil, 2019) foi
utilizada para a determinacéo de quantidade de substancia volatil presente nas folhas
e caules da Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. Pesou-se 3 g da planta seca e
fragmentada em cadinho de porcelana, previamente dessecado e tarado. Os cadinhos
foram levados a estufa a 100 °C por 2 horas e posteriormente pesados, apos
resfriamento no dessecador, até a observagao de peso constante. O valor da umidade
foi obtido aplicando-se o seguinte calculo: Pu — Ps / Pa x 100, em que: Pa é o peso
da amostra, Pu o peso da amostra + cadinho vazio, e Ps o peso do cadinho + amostra
ap6s dessecacao. O resultado € apresentado em porcentagem de umidade em

relacdo ao material vegetal seco. O teste foi realizado em quintuplicata.
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3.3.2 Determinacéao de cinzas

Para a determinagao de cinzas o método descrito na Farmacopeia Brasileira 62
edicao (Brasil, 2019) foi empregado, em que 3 g do material vegetal foi pesado em
cadinhos de porcelana, previamente dessecados e tarados até peso constante,
levados a mufla e incinerados por 6 horas a 600 °C, restando apenas cinzas. Foram
entao resfriados em dessecador e levados a peso constante novamente e realizado o
calculo da porcentagem de cinzas em relagdo ao material seco. O teor de cinzas foi
obtido seguindo o seguinte calculo: 100 x N/P, em que: N é o peso em gramas de
cinzas e P é o peso em gramas de amostra. O mesmo processo foi realizado tanto

para as folhas quanto para o caule. Ensaio realizado em quintuplicata.

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS E CETONICOS

Para obtencao do extrato etandlico as partes aéreas (folhas 1.757 g e caules
2.067 g) de M. evonymoides (Reissek) Biral, apos fragmentagdo em moinho de facas
foram acondicionados em Soxhlet modificado segundo Carvalho et al. (2009) (numero
de registro Pl 0601703-7) e submetidos a extragdo. Foram utilizados 10 L e 9 L de
etanol a 80%, respectivamente para extracao, por um periodo de 82 horas para as
folhas e 41 horas para o caule. Os extratos obtidos foram filtrados, foram separados
3 g de cada extrato hidroalcéolico para os testes biolégicos e posteriormente levado a
banho-maria 70° até a completa secura. Os extratos restantes foram filtrados e
concentrados em evaporador rotativo com pressao reduzida a temperatura de 50°C e
90 rpm até que seu volume total foi reduzido a 1/3 do volume inicial. Apés a completa
reducdo o extrato foi acondicionado em frascos ambar, a temperatura ambiente, até o
momento de fracionamento. O extrato bruto etandlico de folhas foi denominado EBF
e extrato bruto etandlico de caule foi denominado EBC.

Para obtengao do extrato cetdnico as partes aéreas (folhas 843,90 g e caules
760 g) de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral foram acondicionados em Soxhlet
modificado (numero de registro Pl 0601703-7), apdés a fragmentacdo em moinho de
facas e submetidos a extracdo. Foram utilizados 2 L e 1,5 L de acetona,

respectivamente para extracao, por um periodo de 60 horas para as folhas e 36 horas
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para o caule. Os extratos obtidos foram filtrados e em seguida submetidos a
concentragcdo em rotaevaporador pelo método de destilacdo até a evaporagao
completa do solvente. Em seguida os extratos foram acondicionados em frascos
ambar, a temperatura ambiente, até o momento de fracionamento.

O extrato bruto ceténico de folhas foi denominado EBFC e extrato bruto

cetonico de caule foi denominado EBCC.

3.4.1 Teor de solidos

O teor de sélidos se baseia na eliminacédo da fase liquida do extrato bruto. A
metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 62 edigcao (Brasil, 2019) foi utilizada.
Uma placa de pétri (tarada) contendo 10 mL do extrato etandlico e do extrato cetdnico
(folhas e caules) foram levados a estufa a 105 °C por 2 horas, apos o resfriamento no
dessecador, foram pesados até atingir peso constante. A diferenga entre o peso da
placa com o residuo sélido do extrato e da placa vazia fornece o teor de sélidos em
10 mL do extrato. O resultado foi apresentado em peso de extrato seco em relagao a
amostra do vegetal e foi realizado em quintuplicata. O teor de sd6lidos também permite

o calculo do rendimento dos extratos brutos conforme a férmula 1:

Rendimento (% m/m) = Teor de sélidos X 100 (1)
Material vegetal seco

Em que:
Teor de sdlidos (g) em 1 mL do extrato

Material vegetal seco = Quantidade de planta seca e triturada em g utilizada para a
obtencao do extrato bruto em 1 mL.

3.5 ENSAIO SISTEMATICO DE FITOQUIMICA PRELIMINAR

O ensaio sistematico fitoquimico preliminar tem como objetivo caracterizar

qualitativamente os principais grupos metabdlitos que podem estar presentes na
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espécie vegetal. A metodologia desenvolvida por Moreira (1979) e adaptado por
Miguel (2003) foi utilizada. A partir do material vegetal seco e triturado, foram
preparados extratos hidroalcoolico e aquoso de folhas e caules a 20%, os quais
passaram por reacdes colorimétricas ou de precipitacao.

No extrato aquoso foram pesquisados: heterosideos antocianicos, heterosideos
saponinicos, heterosideos cianogénicos, taninos, aminogrupos, acidos fixos, acidos
volateis.

No extrato hidroalcoolico foram pesquisados: alcaloides, leucoantocianidinas,
flavonoides, cumarinas, compostos iridoides, antraquinonas, esteroides e/ou

triterpenos.

3.5.1 Preparo do extrato aquoso a 20%

Na preparagdo do extrato aquoso utilizou-se 40 g do material vegetal seco
(folhas e caule) previamente triturados. Adicionou-se 200 mL de agua purificada e
levou-se ao banho-maria (70 °C) por 1 hora, com agitacdo manual ocasional. Em
seguida o extrato foi filtrado e lavado com o liquido extrator até completar o volume
de 200 mL.

3.5.1.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

O extrato aquoso (5 mL) foi divido em 3 tubos de ensaio. O primeiro tubo foi
acidificado com acido cloridrico 1 N até a atingir pH 1. O segundo tubo foi alcalinizado
com hidroxido de sédio 1% até atingir pH 10 e o terceiro tubo foi neutralizado, até
alcancar pH 7. A acao foi considerada positiva em caso de formagao da coloragao
vermelhada em meio acido; azulada para o meio alcalino e violacea para meio neutro.
Em caso de formagao de coloragdo verde, a reacdo € considerada positiva para

flavonoides.

3.5.1.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

ApOs a pesquisa de heterosideos antocianicos (item 3.5.1.1), os tubos 1,2 e 3

foram agitados por 5 minutos e em seguida deixados em repouso por mais 30 minutos.
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Apos repouso a constatagcao de espuma persistente, maior ou igual a um centimetro,

indica a presenca de heterosideos saponinicos.

3.5.1.3 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Foram transferidos 5 mL do extrato aquoso para um tudo de ensaio, adicionou-
se 1 mL de acido sulfurico 1N. Em seguida, suspendeu-se uma tira de papel picro-
sédico no tubo e este foi levado ao banho-maria (60 °C) por 30 minutos. O
aparecimento de cor vermelha na tira de papel indica a presenca de heterosideos

cianogénicos.

3.5.1.4 Pesquisa de taninos

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de extrato aquoso, acrescidos 5
gotas de solugédo aquosa de cloreto férrico a 1%. A visualizagao de coloragéo verde
pode indicar taninos condensados, a coloracdo azul indica a presenca de taninos

hidrolisaveis, e a coloracao marrom sugere a presenca de polifendis.

3.5.1.5 Pesquisa de aminogrupos

Foram adicionados em capsula de porcelana 10 mL de extrato aquoso a
concentragdo em banho-maria (60 °C). Posteriormente foram colocadas 5 gotas do
extrato aquoso concentrado em uma tira de papel de filtro, em pontos previamente
demarcados. Apos secagem do papel filtro, este foi nebulizado com solugdo de
ninhidrina e levado a estufa a temperatura (100 °C) por um periodo de 15 minutos. A
reacdo € considerada positiva na ocorréncia do aparecimento de coloracdo azul-

violeta.

3.5.1.6 Pesquisa de acidos fixos

Neste ensaio, adicionou-se 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de NaOH 1N em
um baldo de fundo chato, posteriormente foi deixado sob refluxo por 30 minutos. Apds
resfriamento, a solugéao foi acidificada com H2SO4 2N e extraidas 3 por¢des de 10 mL,
com éter etilico. Os extratos etéreos obtidos foram reunidos, tratados com carvao
ativo, filtrados e levados em banho-maria (50 °C) até a completa secura. O residuo foi

levado a estufa para aquecimento por 10 minutos, em seguida foram adicionados 5
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mL de NH4OH 1N. Em tira de papel filtro foram demarcados 2 pontos, nos quais o
residuo amoniacal foi impregnado. O papel foi seco em estufa e posteriormente foi
adicionado uma gota do reativo de Nessler em um dos pontos. O aparecimento de cor

marrom indica a presenca de acidos fixos.
3.5.1.7 Pesquisa de acidos volateis

Neste teste, foram transferidos para um tubo de ensaio 5 mL do extrato aquoso
com H2S04 1N. Uma fita indicadora de pH foi suspendida no tubo e este levado ao
banho-maria (60 °C) por 30 minutos. Valores de pH abaixo de 7 indicam a presenga

desses acidos.

3.5.2 Preparo do extrato hidroalcéolico a 20%

Para o preparo do extrato hidroalcéolico, foram pesados 40 g das folhas e
caules previamente secas e trituradas de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral e
colocadas em 200 mL de alcool etilico a 70% (v/v), em banho-maria (70°C) por 1 hora.
O extrato alcodlico foi reduzido a 1/3 do volume inicial. A partir do extrato concentrado
realizou-se extragdes consecutivas utilizando-se solventes orgéanicos de polaridade
crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila). O processo de fracionamento foi
realizado agitando-se o solvente em funil de separacéao, por 10 vezes com volumes
de 20 mL. Um seguido do outro. Ao final de cada extragdo, completou-se as por¢oes
extraidas resultantes para o volume de 200 mL com os respectivos solventes.
Posteriormente foram acondicionados em frasco ambar e identificados. Os extratos
resultantes foram denominados fragcdo hexano de folhas (FHF); fracdo cloroférmio
folhas (FCF); fracédo acetato de etila folhas (FAEF); fracdo hexano caule (FHC); fragcéo
cloroférmio caule (FCC); fragao acetato de etila caule (FAEC). O residuo resultante
do extrato de folhas foi chamado de fracdo remanescente folhas (FRF) e de caule foi
chamado fragdo remanescente caule (FRC) e seus respectivos volumes foram
completados para 200 mL com etanol 70%. As fragbes foram mantidas refrigeradas

até a realizacdo da pesquisa de cada marcador.
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3.5.2.1 Pesquisa de alcaloides

Os alcaloides sdo compostos basicos e sua solubilidade varia de acordo com
variagdes no pH. A pesquisa qualitativa se baseia na capacidade de combinagao dos
alcaloides, em estado de sal (extratos acidos), com o iodo e metais pesados
(bismuto,mercurio, tungsténio), formando precipitados coloridos. Neste teste, 50 mL
de cada fracdo, foram levados a secura em banho-maria a 70 °C. Apds a
concentracao, o extrato e fragdes foram ressobilizados em 1 mL de etanol e 20 mL de
acido cloridrico a 1% (v/v). Posteriormente, 2 mL das solugdes obtidas foram
transferidas para cada tubo de ensaio. No total obteve-se 4 tubos, sendo o quarto tubo
o controle negativo. Para a identificacado de alcaloides foram adicionados a cada tubo
de ensaio os seguintes reativos: Reativo de Mayer (precipitado ou leve turvacao
branca), Reativo de Dragendorff (precipitado cor vermelho-tijolo), Reativo de Wagner

Bouchadart (precipitado alaranjado).

3.5.2.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas sédo flavonoides monoméricos 3,4-diois. A reacao se
explica pela redugéo da leucoantocianidinas em antocianidina, na presenca de acido
cloridrico, com alteragcao de coloracdo de amarelo para vermelho. Neste ensaio, foram
transferidos 10 mL do extrato hidroalcdolico e fracbes para uma capsula de porcelana
e levados a secura em banho-maria (60 °C). O residuo foi ressolubilizado em 5 mL de
alcool etilico P.A., seguido da adigdo de 5 gotas de acido cloridrico concentrado e
posteriormente levados a ebulicdo. A reacao caracteriza-se como positiva pelo

aparecimento de coloragédo vermelha.

3.5.2.3 Pesquisa de flavonoides

a) Heterosideos flavonicos:

Neste ensaio 20 mL do extrato hidroalcoolico e fracbes foram levados a secura
em banho-maria e ressolubilizados em 10 mL de etanol absoluto. Destes, 5 mL foram
transferidos para tubos de ensaio e adicionados de 1 cm de fita de magnésio,
posteriormente foram adicionados lentamente 1 mL de acido cloridrico fumegante. A

reacao foi considerada positiva para flavonas, em caso de formagéao da cor laranja. A
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formagao da cor violeta indica a presenca de flavanonas e vermelha indica a presenga

de flavonois.

b) Teste do oxalico bérico ou reagédo de Taubock:

Em capsula de porcelana, foram adicionados 10 mL de cada fracao e levados
a secura em banho-maria (60 °C). Em seguida, foram adicionados de 5 gotas de
acetona (P.A), 30 mg de acido borico e acido oxalico (1:1) e a capsula foi novamente
levada a secura em banho-maria (60 °C). Por fim, adicionou-se 5 mL de éter etilico.
A reacao foi considerada positiva para flavonois, quando observado sob lampada

ultravioleta, o aparecimento de fluorescéncia amarela esverdeada.

c) Ensaio de Pacheco

Neste teste, 10 mL do extrato e fragdes foram levados a secura em banho-
maria (60 °C), em seguida foram adicionados cristais de acetato de sédio e 0,1 mL de
anidrido acético. Posteriormente foram adicionados 0,1mL de HCI concentrado. A
reacao foi considerada positiva para dihidroflavonois em caso de aparecimento da

coloragao roxa.

d) Ensaio com Zinco (Zn) em Acido cloridrico (HCI)

Neste ensaio, 10 mL do extrato e fracbes foram levados a secura em banho-
maria (60 °C) e ressolubilizados em 10 mL de etanol. Posteriormente, 5 mL da solugéo
foram transferidos para tubos de ensaio e adicionados de pastilhas de Zn, em seguida
foram adicionados lentamente HCI fumegante. A reacao foi considerada positiva para
dihidroflavonois em caso de formagao da coloracéo roxa violeta.

3.5.2.4 Pesquisa de cumarinas

Nesta pesquisa, 30 mL de cada extrato e fragdes, foram acidificadas com acido
cloridrico 2 N até atingir pH 1 e levados a banho-maria (60 °C), até a concentragéo de
5 mL. A fragado hidroalcdolica foi transferida para um funil de separagao, extraida duas

vezes com 10 mL de éter etilico. Em seguida a fragdo etérea resultante, foi levada
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diretamente a secura até a concentracdo de 5 mL. Dos volumes obtidos, 3 mL foram
transferidos para tubos de ensaio e adicionados de 2 mL de hidroxido de sédio 1 N.
Posteriormente foram levados a exposi¢cao de lampada ultravioleta (366 nm por 15
min) a observacdo de formacdo de fluorescéncia de coloragdo azul ou verde-
amarelada, torna a reagao positiva para cumarinas. Em seguida o extrato residual foi
aplicado em papel filtro sob trés pontos. A mancha 1 (coberta com papel aluminio) e
mancha 2 (n&o coberta) foram tratadas com NaOH 1N. O papel filtro foi posto sob luz
ultravioleta e a formacao de fluorescéncia de cor azul ou verde-amarelada na mancha

2, é sugestivo de reagao positiva.

3.5.2.5 Pesquisa de substancias iridoidais

Neste ensaio, foram transferidos 2 mL do extrato e fragcdes, para trés tubos de
ensaio. No primeiro foram adicionados cristais de floroglucinol e 1 mL de HCI. Em caso
do aparecimento de coloragcdo verde escura, a reagao € considerada positiva. No
segundo tubo, foram adicionadas duas gotas de acido sulfurico e o aparecimento da
coloragao rosa violacea torna a reagao positiva. No terceiro tubo, foram adicionados
cristais de vanilina e duas gotas de acido sulfurico, o aparecimento de coloragao rosa

cereja é indicativo de reagao positiva.

3.5.2.6 Pesquisa de heterosideos antraquinbnicos

Neste teste, 30 mL do extrato e fracbes foram transferidos para baldes,
adicionados de 5 mL de acido sulfurico a 10 % e deixados sob refluxo por 30 minutos.
O volume final obtido foi filtrado, em seguida adicionado 30 mL de agua destilada e a
fracdo organica das fracdes foi extraida. O processo de extragdo da fracao
hidroalcodlica foi realizada 2 vezes com 10 mL de éter etilico. Os extratos resultantes
foram concentrados em banho-maria (60 °C) até o volume de 5 mL e submetidos a da
reacao de Borntraeger, na qual foram adicionados 5 mL de solugéo de hidroxido de
amoénio. A reacdo é considerada positiva quando ocorre o aparecimento da cor

vermelha.
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3.5.2.7 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

a) Reacgao de Liebermann-Bourchard:

Na capsula de porcelana foram adicionados 30 mL do extrato e fragdes e
levados a secura em banho-maria (60°C), em seguida ressolubilizados em 5 mL de
cloroférmio, seguidos de filtracdo. Os extratos obtidos foram transferidos para tubos
de ensaio em diferentes volumes (0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL) completando-se para 2
mL com cloroférmio. Posteriormente, realizou-se a reacéo de Liebermann-Bourchard,
na qual adicionando-se 1 mL de anidrido acético e 2 mL de H2S04 concentrado, a
formacgado de cor résea escura ou azul indica a presenga da fungao carbonila na
posi¢ao 3 e dupla ligacao entre os carbonos 5 e 6. A formagéo de coloragao verde
indica a presencga da fungéo carbonila na posi¢ao 3 e ligagado dupla nas posigdes 5 e

6, e a formacgao da cor amarela, indica a existéncia de uma metila no carbono 14.

b) Reacéao de Keller Kiliani:

Neste ensaio, 2 mL do extrato e fracbes foram acondicionados em cadinhos e
levados a secura em banho-maria (60°C), seguidos da adicdo de 2 mL de acido
acético glacial e 0,2 mL de cloreto férrico a 1%. Posteriormente, realizou-se a
transferéncia para um tubo de ensaio contendo 2 mL de acido sulfurico concentrado.
A obtencgao de cor na zona de contato dos sistemas liquidos e/ou coloracdo na fase
acética, sugere a presencga de desoxi-agucares, sendo verde para triterpenos e azul

indicativo de esteroides.

3.6 PERFIL FITOQUIMICO POR CCD

Os ensaios de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizados com
extratos e fracdes de folhas e caules de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.
Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 UV254, da marca Whatmane, com

aproximadamente 3 cm de largura e 5 cm de comprimento, dimensdes que se ajustam
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dentro da cuba cromatografica. Foram aplicados de 5 a 10 uL de cada amostra, com

capilar de modo que os pontos de aplicagao ficassem concentrados em uma pequena

area. A fase movel foi colocada na cuba cromatografica para saturagédo do meio. Apos

a eluicdo da fase mével pela cromatoplaca, o solvente foi seco a temperatura ambiente

e utilizado reveladores especificos para os grupos de metabdlitos secundarios de
acordo com o QUADRO 3.

QUADRO 3 - COMPOSIGCAO DOS SOLVENTES DAS FASES MOVEIS, REVELADORES E
INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DA CCD

METABOLITOS FASE MOVEL | REVELADOR RESULTADOS REFERENCIAS
SECUNDARIOS
ALCALOIDES Cloroformio:met Dragendorff Coloragéo alaranjado Valente, et al.
anol (95:5) + forte na presenca de 2006.
(universo alcaloides Oliveira et al.,
amonia) 2014
CUMARINAS Tolueno:acetato Reativo de Coloragéo azul ou Miguel, 2003.
de etila (80:20) NEU e verde quando
Hidréxido de expostas a luz UV
sédio 1N
ESTEROIDES E Tolueno:acetato Vanilina Coloragao Wagner, 1996

TRITERPENOS

de etila (93:7)

sulfurica 1%

rosa/violacea apos
aquecimento em
estufaa 105 °C

Oliveira et al.,
2014

FLAVONOIDES Acetato de Reativo de Desenvolvimento de Wagner, 1996
etila:acido NEU coloragcdo amarela em
férmico:agua luz UV Oliveira et al.,
destilada 2014
(95:3:2)
TANINOS Acetato de Cloreto férrico Coloragéao verde: Wagner, 1996
etila:acido 1% taninos condensados.
férmico:agua Coloragéao azul: Oliveira et al.,
destilada taninos hidrolisaveis 2014
(95:3:2) Coloragédo marrom:
compostos fendlicos
ANTRAQUINONAS Acetato de Hidroxido de Coloragao vermelha Wagner, 1996
Etila:Metanol: Potassio 5%
Agua em etanol
(100:17:13)

FONTE: A Autora (2020).
NOTA: Reativo de NEU: difenilboriloxietilamina 1% em metanol seguido de polietilenoglicol 4000 5%

em etanol.

As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta antes e apds a revelagédo com

seus respectivos reveladores. Para identificagdo de alcaloides espera-se a presenca

de coloragao alaranjada. Para a identificagdo de cumarinas, espera-se a coloragéao

azul ou verde sob luz UV. Para identificagao dos esteroides e triterpenos, apdos colocar

o reagente, a placa foi levada a estufa quente e carbonizada para visualizagdo da
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coloracao azul a violacea. Para identificacdo de flavonoides espera-se a presenga de
fluorescéncia de coloragdao amarela, sob luz UV. Na identificacdo de taninos espera-
se a coloracao verde para presenca de taninos condensados, azul indica a presenca
de taninos hidrolisaveis e marrom indica a presenca de compostos fendlicos. Na
pesquisa de antraquinonas esperava-se a coloragao vermelha. A analise foi realizada

em triplicata (Oliveira et al., 2014).
3.7 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS
3.7.1 Fracionamento

O extrato bruto das folhas e do caule resultantes tanto da extracédo etandlica
(EBF e EBC) quanto da extracao ceténica (EBFC e EBCC) apds a evaporagao dos
solventes alcool e acetona respectivamente, foram fracionados por extragao liquido -
liquido, em aparelho de Soxhlet modificado (P1 0601703-7 A2) (FIGURA 14), com os
solventes de polaridade crescente seguindo a ordem hexano, cloroférmio e acetato
de etila. O aparelho contendo o extrato bruto concentrado foi conectado ao balao de
fundo chato contendo pérolas de vidro e ao condensador de bolas. Apds ser
adicionado o primeiro solvente, hexano, este sistema foi entdo levado a refluxo, para
que os solventes pudessem realizar uma extracdo adequada. Este processo foi

repetido com os demais solventes até o completo esgotamento.

FIGURA 14 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE FOLHAS DE Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral EM SOXHLET MODIFICADO

FONTE: A Autora (2021).
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O produto remanescente da ultima etapa de fracionamento do extrato etandlico
foi denominado fragdo residual de folhas (FRF) e fragao residual do caule (FRC). Por
fim, foram obtidas 6 fracdes resultantes do particionamento liquido-liquido, sendo trés
fracdes do extrato das folhas e trés fragbes do extrato do caule, denominadas fragao
hexano de folhas (FHF), fracdo cloroférmio de folhas (FCF), fracdo acetato de etila
das folhas (FAEF), fragdo hexano do caule (FHC), fragédo cloroférmio do caule (FCC)

e fragédo acetato de etila do caule (FAEC) respectivamente (FIGURA 15).

FIGURA 15 - FRACOES OBTIDAS A PARTIR DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO DE
FOLHAS E CAULE DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

FONTE: A Autora (2021).

O produto remanescente da ultima etapa de fracionamento do extrato cetbnico
foi denominado fragao residual de folhas ceténico (FRFC) e fragao residual do caule
cetébnico (FRCC). Por fim, foram obtidas 6 fragcdes resultantes do particionamento
liquido-liquido, no qual, trés fragbes do extrato das folhas e trés fragbes do extrato do
caule, denominadas fragdo hexano de folhas ceténico (FHFC), fragao cloroférmio de
folhas ceténico (FCFC), fragcao acetato de etila das folhas ceténico (FAEFC), fracéo
hexano do caule cetdnico (FHCC), fragao cloroférmio do caule cetdnico (FCCC) e
fracdo acetato de etila do caule ceténico (FAECC) (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - FRACOES OBTIDAS A PARTIR DO EXTRATO BRUTO CETONICO DE FOLHAS E
CAULE DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

FONTE: A Autora (2022).

Ao final do processo, todas as fragcbes foram submetidas a destilagao para
remogao do solvente e levadas a secura em banho-maria com temperatura entre 40 -
60°C. As fracbes provenientes do extrato hidroalcodlico foram direcionadas as
técnicas de identificacdo de compostos e avalicdo das atividades biolégicas. As
fracdes obtidas a partir do extrato cetdnico foram direcionadas as técnicas de extragao
de compostos somente.

O rendimento de cada fragao foi calculado conforme a férmula (2):

Rendimento (%) = Massa da fracdo obtida em g x 100 (2)

Planta secaem g

Em que:

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

3.7.2 lIsolamento dos compostos

A partir do fracionamento as fragdes hidroalcoolicas obtidas (FHF, FCF, FAEF,
FHC, FCC e FAEC) e as fragdes cetdnicas obtidas (FHFC, FCFC, FAEFC, FHCC,
FCCC e FAECC) foram passadas em coluna cromatografica uma a uma
separadamente com fase estacionaria silica gel 60 Merck 0,063 — 0,200mm. Foram
preparadas as pastilhas conforme o rendimento de cada fracéo e levada a evaporacgao
até secura (pastilha: fragédo + silica). Foram utilizados 100 mL de cada fase movel. A

eluicado iniciou-se com solvente hexano (100%) e o gradiente crescente de polaridade
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de 5% com solvente acetato de etila (100 - 0 a 0 -100) respectivamente. Com 100%
de acetato de etila, iniciou-se a eluicao de acetato de etila / metanol com gradiente de
5% em 5% até 100% de MeOH (acetato de etila:100 — metanol:0 a Acetato de etila:0
— Metanol:100) (FIGURA 17). Ao final, agua destilada 100% foram acrescida para
limpeza das colunas. O mesmo processo foi realizado com os extratos brutos

etandlicos de folhas e caule.

FIGURA 17 - COLUNA CROMATOGRAFICA PARA ISOLAMENTO DE COMPOSTOS DE
Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

FONTE: A Autora (2021).

As amostras foram coletadas em frascos de 10 mL (FIGURA 18) e levadas a
secura em temperatura ambiente para cristalizacdo dos compostos. Apds a secura,
foi avaliada a presenca de substancias isoladas e/ou misturas. Os frascos com eluato
foram monitorados por cromatografia em camada delgada (CCD) em placas Merck_
60 F254 utilizando as fases méveis e reveladores conforme QUADRO 3. As fracdes
em que se observou a cristalizagdo ap6s a secura foram direcionados para a
identificacdo dos compostos. A FCF (agora denominado FCF02B) e a FCFC e FAEFC
(agora denominados 1EBCCL e 2EBCAE respectivamente).
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FIGURA 18 — ELUATO OBTIDO A PARTIR DA COLUNA CROMATOGRAFICA PARA ISOLAMENTO
DE COMPOSTOS DE Monteverdia evonymoides

) 5 VR
casiskngayel v e wte el
R o A el

TR =i}

FONTE: A Autora (2021).

3.7.2.1 |dentificacdo de substancias isoladas das fracbes FCF, FCFC e FAEFC

As fracbes em que se observou a cristalizagdo apds a secura foram
direcionadas para a identificagdo dos compostos. A FCF (agora denominada FCF02B)
e a FCFC e FAEFC (agora denominadas 1EBCCL e 2EBCAE respectivamente) foram
enviadas para identificagdo do constituinte quimico por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) "C e 'H. Para RMN de ™C e 'H foi utilizado
espectrofotometro Brucker® modelo DPX 200 MHz, operando a 4,7 Tesla, observando
0os nucleos de 'H e *C a 200,12 e 50,56 MHz, respectivamente, realizado no
Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Parana. O solvente utilizado no preparo das amostras foi o cloroférmio deuterado. A
referéncia interna utilizada foi o TMS.

A FIGURA 19 traz o precipitado isolado do composto FCF02B.
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FIGURA 19 - COMPOSTO ISOLADO DA FCF DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.

FONTE: A Autora (2021).

Ap0os a obtencao dos espectros de RMN a identificagao de todas as substancias
foi realizada com base na comparacao de dados espectroscopicos com dados

disponiveis na literatura.

3.8 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS,
FLAVONOIDES E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.8.1 Teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

O experimento foi realizado em quadruplicata para extrato bruto hidroalcodlico
e fragcdes semipurificadas de folhas e caules de Monteverdia evonymoides. Este
método tem por base que, devido a presencga dos anions heteopoli-fosfotungstatos-
molibdatos, em meio basico ocorre a reacdo com compostos fendlicos formando o
anion fenolato. Este anion tem a capacidade de reduzir o reagente de mobilibdato em
oxido de molibdénio formando um complexo de cor azul intensa chamado complexo
molibdénio-tungsténio. O doseamento de compostos fendlicos totais foram
quantificados conforme a metodologia descrita originalmente por Singlenton e Rossi
(1965) com adaptagdes para microplaca por Hornung et al. (2020), no qual extratos e
fragdes foram analisados na concentragéo de 1000 ug/mL. Uma aliquota de 20 L de

cada amostra foi adicionada a 240 uL de agua destilada e 15 uL do Folin-Ciocalteu
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recem preparado em uma microplaca de 96 pogos. Em seguida, 15 pL de solugao de
carbonato de sédio (NA2COs, 20%) foi adicionado, e as amostras foram mantidas no
escuro por 60 minutos a temperatura ambiente (25 £ 2) °C. A absorbancia foi medida
a 725 nm em um espectrofotdmetro de microplaca Epoch (Synergy-BIOTEK, EUA).
Como padrao foi utilizado acido galico (y=0,4949x-0,0316; R2=0,9900) (Apéndice 1) e
os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) / 100mg
de extrato seco (mg eq GAE/100mg amostra). Para a verificagdo das diferengas entre
as médias foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o

programa estatistico Sisvar versao 5.6 (Ferreira, 2018).

3.8.2 Teor de Flavonoides

O doseamento de flavonoides foi realizado em quadruplicata para extrato bruto
hidroalcodlico e fragdes semipurificadas de folhas e caules de Monteverdia
evonymoides. O teor de flavonoides totais (TFC) foi quantificado de acordo com
Zhishen; Mengcheng; Jianming, (1999) com adaptagdes para microplaca por Hornung
et al. (2020). Uma aliquota de 10 pyL de cada amostra (1000 pg/mL) foi misturado com
90 pL de nitrito de sddio a 5% em microplaca de 96 pocos. A solugao foi misturada e
incubada por 5 minutos. Em seguida, 10 pyL de solucao de cloreto de aluminio a 10%
(AICI3) foi adicionada em cada pogo e a reagao foi incubada por mais 5 minutos. Na
sequéncia foram adicionados 90 pL de solugdo de NaOH 1 mol/L. A placa foi mantida
por 60 minutos em repouso no escuro. A absorbancia foi medida em 540 nm em um
espectrofotometro UV1601 Shimadzu®. Como padrdo foi utilizada catequina
(y=2,0869x- 0,0758; R*=0,9945), conforme Apéndice 1. O experimento foi realizado
em quadruplicata. Os resultados foram expressos como mg equivalentes de catequina
(CE) por 100 mg das amostras (peso seco base) (mg CE/100mg amostra) .Para a
verificagdo das diferengas entre as médias foi empregado o teste ANOVA, seguido de
Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatistico Sisvar vers&o 5.6 (Ferreira, 2018).

3.8.3 Potencial antioxidante in vitro

As propriedades antioxidantes foram avaliadas com extrato bruto e fragdes das

folhas e caules de M. evonymoides provenientes da extragdo hidroalcéolica. Foram
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testadas por trés métodos baseados na transferéncia de elétrons ou atomos de
hidrogénio (Sirivibulkovit; Nouanthavong; Sameenoi, 2018). Os ensaios conduzidos
foram reducgao do radical ABTSe+, reducao do radical DPPH- e poder antioxidante de
reducao do ferro (FRAP). As analises foram realizadas em microplacas de 96 pogos,
em quadruplicata, Foram realizados no laboratério da Pds-graduagdo do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal do Parana.

O coeficiente de correlacao de Pearson foi aplicado e tem por finalidade medir
o grau da correlagao linear entre duas variaveis quantitativas, e quanto mais o r se
aproxima de 1, mais a correlagao sera perfeita entre as duas variaveis (Rowntree,
1981; Figueiredo Filho; Silva Junior, 2009).

3.8.3.1 Captura do cation radical ABTS<+

O potencial antioxidante pelo método de captura do ABTSe+ [2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] foi realizado conforme a metodologia descrita por
Re et al., (1999), com modificagées e adaptado para microplacas por Hornung et al.,
(2020). Para confecgao de curva analitica e obtengdo da equacao da reta, a solugéo
de ABTS-+ foi previamente preparada previamente (5 mL da solugao aquosa de ABTS
e 88 pL de solugéo aquosa de persulfato de potassio). A solugado foi mantida a
temperatura ambiente por 16h e, decorrido esse periodo, foi diluida em agua destilada
até obtencao de absorbancia de 0,70 + 0,05 a 690 nm.

Em microplacas de 96 pogos 10 yL das amostras (1000 ug/mL) ou solugéo
padrao (Trolox — 0,00008 a 0,0016 mmol/L) foram adicionados a 300 uL de solugéo
diluida ABTS++ e apd6s 30 min de incubagédo no escuro, a absorbancia foi lida em
690nm em espectrofotdbmetro (Multiskan FC, Thermo Scientific®). Como controle
negativo foi utilizado metanol 80% no lugar da amostra e ABTS<+. Como padrao foi
utilizado Trolox (y=-1,2291x + 0,25546; R?=0,9926) (Apéndice 2).

Os resultados foram expressos em pymol equivalentes de trolox por 100mg de
amostra (umol eq Trolox/100mg) (RUFINO et al., 2007b). O teste foi feito em triplicata.
O teste ANOVA foi empregado para a verificagdo das diferengas entre as médias,
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatistico Sisvar versao 5.6
(Ferreira, 2018).



89

3.8.3.2 Reduc¢ao do Radical DPPHe

Para avaliagdo do potencial antioxidante por DPPHe, foi utilizada a técnica
descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), sendo adaptado para
microplacas de 96 pocgos (Hornung et al., 2020). Esta técnica avalia a capacidade dos
extratos de reduzirem o radical livre 2,2 -difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?¢), o resultado
da reacao € a mudanca de cor que pode ser medida por diferenca de absorbancia por
espectrofotometria.

A solucao de DPPHe na concentracédo de 0,24 mmol/L foi preparada minutos
antes de sua utilizagdo. As solugdes estoque (SE) do extrato e fragbes foram
preparadas em uma concentragao de 1000 pg/mL e solubilizadas em metanol 80%.
Em microplacas de 96 pocos, foram adicionados 10uL da amostra ou solugao padrao
(Trolox —0,00008 a 0,0016 mmol/L) e 190uL da solugdo de DPPH?e, sob abrigo da luz.
Como branco utilizou-se a amostra e metanol no lugar do DPPH-. Como controle
negativo, metanol 80% no lugar da amostra e DPPHe. Posteriormente, as microplacas
foram incubadas por 30 minutos no escuro e as absorbéancias obtidas a 518nm em
espectrofotometro (Multiskan FC, Thermo Scientific®). Como padrao foi utilizado
Trolox (y=-1,9879x + 2,0643; R?=0,9917) (Apéndice 2)

Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de trolox por 100mg de
amostra (umol eq Trolox/100mg) (RUFINO et al., 2007a). O teste foi realizado em
triplicata. Para a verificagdo das diferengas entre as médias foi empregado o teste
ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatistico Sisvar versao
5.6 (Ferreira, 2018).

3.8.3.3 Poder de reducgéo do ferro (FRAP)

O método de poder antioxidante de redugao do ferro (FRAP) foi realizado com
o extrato e fragbes partindo-se da concentracdo de 1000 pg/mL, seguindo a
metodologia proposta por Pulido, Bravo, Saura-Calixto (2000), sendo adaptado para
microplacas de 96 pogos (Hornung et al., 2020). Em meio acido (pH 3,6), o
antioxidante reduz o complexo Fes+-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a Fe2+-TPTZ (ferroso-

tripiridiltriazina), de intensa cor azul e absor¢ao maxima a 595 nm.
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A solucédo FRAP foi preparada combinando tampéao de acetato 300mM pH 3,6
e solucado de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), 10mM com HCI 40mM e solugéo de
cloreto férrico 20mM. Em microplaca de 96 pocos foi adicionado 10uL da amostra ou
solugéo padrao (Trolox — 0,00008 a 0,0016 mmol/L), diluida para 300uL do reagente
FRAP. As microplacas foram incubadas por 30min a temperatura ambiente (25 £ 2 °
C) ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 593 nm em espectrofotdmetro
Multiskan FC, Thermo Scientific®. Como padrédo foi utilizado Trolox (y= 1,0173x -
0,089; R?=0,9918) (Apéndice 2).

Os resultados foram expressos em umol equivalentes de trolox por 100mg de
amostra (umol eq Trolox/100mg). Para a verificagao das diferengas entre as médias
foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa

estatistico Sisvar verséo 5.6 (Ferreira, 2018).

3.9 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.9.1 Avaliacao da toxicidade frente a Artemia franciscana

A avaliagdo da toxicidade preliminar in vitro foi realizada com o extrato bruto
etandlico e fragdes de folhas e caules de M. evonymoides frente ao microcrustaceo
Artemia franciscana. O método executado foi baseado no método descrito por Meyer
et al. (1982) com modificagbes e é considerado de baixo custo e de rapida execugao.
O ensaio foi realizado no laboratério de Farmacotécnica do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana.

Inicialmente, foi preparada uma solugao salina pH 9,0 a 10,0 com sal marinho
Instant Ocean Sea Salt e agua purificada (concentragao de 35 g/L). Uma parte desta
solugao foi aerada por um periodo de 30 min. Em seguida foi utilizada para eclos&o
dos cistos do micro crustaceo Artemia franciscana Leach e outra parte da solugao foi
reservada para o preparo das amostras.

Os cistos foram mantidos em solugéo salina por 48h sob agitagado constante e
aquecimento com lampada de 20 W, para favorecer a eclosdo. Apds eclosédo dos
cistos, os nauplios foram atraidos com auxilio de luz e coletados com auxilio de pipeta

Pasteur.
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A partir do preparo da solugdo mae na concentragao de 1000 pg/mL em solugéo
salina com 1% de dimetilsulféxido (DMSO) foram realizadas as diluigdes nas
concentragdes de 750, 500, 250, 100, 50 e 10 pg/mL. O mesmo processo foi realizado
com o controle positivo do experimento (sulfato de quinidina). Para controle negativo,
foi empregada solugéo salina com 1% de DMSO.

Para realizagao do ensaio, 5 mL das diferentes concentragdes de amostra ou
controles foram adicionados a frascos de vidro juntamente com 10 nauplios de Artemia
franciscana Leach. Os frascos foram mantidos abertos em local limpo e a temperatura
ambiente pelo periodo de 24 horas. Apos o periodo, foi realizado a contagem dos
nauplios vivos e mortos. O ensaio foi realizado em quintuplicata. Os dados obtidos
foram analisados com auxilio da analise estatistica pelo método probitos (FINNEY,
1956) no software SPSS versao 23.0 (Armonk, NY, USA). Valores de CLso inferiores
a 1000 pg/mL indicam toxicidade da amostra (Meyer et al., 1982).

3.9.2 Avaliagao da atividade hemolitica in vitro

O teste de atividade hemolitica foi conduzido com o extrato bruto etandlico e
fracdes de folhas e caules de M. evonymoides no laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana. Esta avaliagao foi
realizada seguindo protocolo estabelecido por Aslam et al. (2011) com modificagdes,
no qual a hemolise é verificada por espectrometria. Foi utilizado o sangue de carneiro
desfibrinado da marca Laborcline lote: 210805031.

As amostras testadas foram diluidas em tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,2
10,1 (Laborcline, lote: 210525065) conforme instru¢cao do fabricante, armazenado na
geladeira. Em seguida o sangue de carneiro foi retirado da refrigeragao e levemente
homogeneizado, foram transferidos 5mL ao tubo Falcon e levado a centrifugagao
durante 5min a 3000 rpm. Em seguida o sobrenadante foi descartado, e o precipitado
lavado com o tampao PBS gelado. Foram realizadas mais 3 lavagens até que o
sobrenadante ficou completamente incolor. Em seguida a papa de eritrécitos foi
diluida com PBS para obtencédo de uma diluigdo a 2,5%.

A solugdo estoque (SE) das amostras e controles foram preparadas na
concentragdo de 1000 pg/mL, solubilizadas em solugdo de PBS contendo 10% de
metanol. As diluigdes foram realizadas a partir das SEs, diluindo-as em PBS. Para a
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realizacdo da prova de hemdlise foram utilizados extratos brutos, fragdes nas
concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 75 ug/mL. Como controle negativo
utilizou-se solucdes de PBS e metanol 10%. Para fins de comparacao dos resultados,
utilizou-se saponina como padrao hemolitico e a rutina como padrao nao hemolitico,
nas mesmas concentragdes que as amostras.

Esta analise foi realizada em tubos tipo Eppendorfs® onde foram colocados 20
ML das amostras ou controles, e 180 uL de solugao de eritrécitos a 2,5%. Os tubos de
Eppendorfs® foram homogeneizados manualmente sob leve agitagdo e incubados
durante 30 min em estufa a temperatura de 37°C, em seguida foram retirados da
estufa e colocados em banho de gelo por 5 min, a fim de cessar a reagdo. Na
sequéncia os tubos foram levados a centrifuga (Minispin Plus da empresa
Eppendorf®) e centrifugados por 5 min a 3000 rpm. Retirou-se 100 pL do
sobrenadante e diluiu-se em 900 uL de PBS. Posteriormente, transferiu-se 200 uL da
diluicao para placa de Elisa de 96 pocos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
na faixa de 576 nm (Espectrofotdbmetro Multiskan FC, Thermo Scientific®). Para a
quantificacdo da hemolise, o valor foi calculado em porcentagem, considerando-se o
valor de 100% a absorbancia lida no tubo de triton. O teste foi realizado em
quintuplicata, os resultados expressos em % hemdlise e calculados conforme a
formula (3) (RASOOL et al., 2015). Para a verificagdo das diferengas entre as médias
foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05 utilizando-se o programa

estatistico Sisvar verséo 5.6 (Ferreira, 2018).

% Hemolise = Absorbancia da amostra — branco x 100 (3)
Absorbancia do triton — branco

3.9.3 Avaliacao da atividade alelopatica

A atividade alelopatica foi realizada com extrato bruto etandlico e fragdes de
folhas e caules de M. evonymoides, executados no laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana e seguiu a

metodologia descrita por Macias, Castellano, Molinillo (2000). Os extratos e fragbes
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foram solubilizados em metanol nas concentragées de 100, 250, 500, 750 e 1000
Mg/mL.

Foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. popularmente conhecida como
alface, da variedade Baba de veréo (Topseed®, lote 144211-002-S2, 100% de pureza
e 95% de germinacéo) e sementes de Allium cepa L. popularmente conhecida como
cebola, da variedade Baia periforme (Isla®, lote 129787-001-S2, 99,8% de pureza e
96% de germinacdo). O teste foi realizado em caixas tipo gerbox® previamente
higienizadas em hipoclorito 10% v/v por 24 horas. Apos 24 horas foram enxaguadas
com agua purificada e passadas em uma solugao de alcool 70% (v/v) e deixadas em
temperatura ambiente para secar. Posteriormente foram acondicionados 2 papéis de
filtro (Whatman® n°6), previamente esterilizados, acomodados no fundo de cada
caixa. Adicionou-se 6 mL das amostras nas caixas contendo o papel filtro, e estas
foram deixadas sob fluxo laminar para evaporacgao do solvente, por um periodo de 24
horas. Como controle negativo, utilizou-se agua purificada e metanol nas mesmas
condigdes que as amostras. Para cada amostra, foram utilizadas duas gerbox uma
para avaliagdo do crescimento e outra para avaliagdo da germinagdo. Cada caixa

gerbox foi dividida em 4 quadrantes, representando a quadruplicata, contendo 5

sementes em cada caixa conforme demonstrado na FIGURA 20.

FIGURA 20 - ENSAIO DE ALELOPATIA EM CAIXA GERBOX
Germinagao Crescimento

FONTE: A Autora (2021).
NOTA: Esquematizacao da caixa gerbox, dividida em quatro quadrantes, contendo cinco sementes

cada exemplificadas em circulos pretos.

Apés a completa evaporagdo do solvente, foram adicionados 6 mL de agua

purificada em cada caixa. Posteriormente, adicionou-se as sementes (20 sementes) e
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em seguida as caixas gerbox foram acondicionadas em capela de fluxo laminar por
um periodo de 7 dias a Lactuca sativa (20 £ 0,5) °C e 12 dias a Allium cepa (25 = 0,5)
°C. A temperatura e umidade foram controlados com termo-higrémetro digital. Durante
este periodo, diariamente as sementes foram avaliadas quanto a sua germinagao para
calculo do indice de velocidade de germinagao (IVG), conforme descrito por Maguire
(1962) (formula 4). As sementes foram consideradas germinadas, apos o
aparecimento de 3mm de protusdo da radicula através do tegumento (De Feo;
Simone; Senatore, 2002; Adegas; Voll; Prete, 2003).

n° Sementes n° Sementes n°Sementes n° Sementes n® Sementes
Dia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 7

- Soma total = IVG|

(4)

No sétimo dia foram avaliados o comprimento (mm) do hipocétilo e radicula das
plantulas de L. sativa e no décimo segundo dia foram avaliados o comprimento (mm)
do coledptilo e radicula da A. cepa com auxilio de papel milimetrado e pinga. Para a
verificacao das diferencas entre as médias foi empregado o teste ANOVA, seguido de

Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatistico Sisvar verséo 5.6 (Ferreira, 2018).

3.9.4 Avaliagao da capacidade larvicida em Aedes aegypti

A atividade larvicida foi realizada com extrato etandlico e fracdes de folhas e
caules de M. evonymoides foi avaliada conforme metodologia descrita originalmente
pela OMS (Organizagédo Mundial da Saude, 2005). No teste de capacidade larvicida,
utilizou-se a linhagem “Rockfeller” de Aedes aegypti Linneaus 1762 (Diptera:
Culicidae), cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz (Estado do Rio de Janeiro, Brasil) da
colecgao original no CDC (Centro de Controle de Doengas, Porto Rico, EUA). O teste
foi aprovado pelo comité de ética em experimentagcéo animal do setor de Ciéncias
Bioldgicas, sob o numero 719 (ANEXO B).

As colbénias do mosquito foram mantidas no Laboratério de Medicina e
Entomologia Veterinaria do Departamento de Zoologia da UFPR, a 25 °C e 80% de
umidade relativa. Para ocorrer o estimulo da oviposicao de ovos, as fémeas adultas
dos mosquitos foram alimentadas com sangue de ratos Wistar; em seguida foram

depositados em papel de filtro e posteriormente colocados em copo plastico de 300
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mL contendo agua mineral (Ouro fino®). Os ovos coletados foram depositados em
bandeja com agua mineral (desclorada) e ragao para peixe triturada (Tetramin®). A
bandeja foi incubada a (28 + 0,2) °C com fotoperiodo de 12 h, em estufa BOD
(Biochemical oxygen demand) para estimulo da eclosdo do 1° instar de larvas e
permaneceram sob estas condi¢cdes até sua evolugao para o terceiro instar.

O teste larvicida com A. aegypti, foi realizado em triplicata, em 4 concentragdes
diferentes da amostra (10, 100, 500 e 1000 pg/mL) solubilizadas em agua mineral e
5% de metanol. O numero de larvas por repeticdo foi de n = 10, sendo que no
experimento foi utilizado um total de 30 larvas. Para cada repetigéo, as larvas foram
acondicionadas em recipientes plasticos de 300 mL, contendo 200 mL de solugéo da
amostra. O grupo de larvas expostas apenas a agua mineral foi o controle negativo e
como controle do solvente, foi utilizado solugcdo aquosa com 5% de metanol. Em
seguida, os recipientes com as larvas foram mantidos em BOD (26 £ 0,2) °C com
fotoperiodo de 12 horas, por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a contagem
das larvas vivas e mortas para a determinacdo dos valores de CLso e intervalos de
confianga (95%), por meio do método de probitos no programa SPSS versao 6.0
(SPSS, 1993).

3.9.5 Avaliagao da atividade antibacteriana de M. evonymoides

O extrato etandlico e fragbes de folhas e caules de M. evonymoides foram
submetidos a avaliacdo da atividade antimicrobiana. A técnica utilizada foi a micro
diluigdo em caldo que determina a concentragao inibitéria minima (CIM) ou em inglés
minimum inhibitory concentration (MIC) conforme descrito por Veiga et al. (2019). Os
testes foram conduzidos no Laboratério de Controle de Qualidade Il do Departamento
de Farmacia da Universidade Federal do Parana. Os microrganismos utilizados na
pesquisa foram: Staphylococcus aureus ATCC® 25913, Escherichia coli ATCC®
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e Candida albicans ATCC® 14053.
Trata-se de cepas de referéncias de origem e padrao definido de provas para a sua
caracterizagao. As linhagens de referéncia foram armazenadas a -80°C em TSB com
glicerol a 15%, até o momento do uso. As cepas foram reativadas, apos conservadas
em condigdes de congelamento foram subcultivadas em agar TSA (frypticase soy
agar), marca Difco, a temperatura de 37 °C por 20-24 horas. Para o preparo dos
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in6culos as linhagens referéncia foram submetidas a suspensao em tubo contendo
salina estéril (NaCl a 0,85%) na concentragao de 1,0 x 108 UFC/mL, equivalente ao
tubo 0,5 de McFarland.

3.9.5.1 Avaliacéo da atividade antibacteriana do extrato e fragdes

O ensaio de micro diluicdo em caldo (CLSI, 2012) foi realizado para obtencao
dos valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Os extratos e fragées foram
preparados por meio da diluicdo seriada em 100 pL de caldo Mueller-Hinton (MHB —
Merck, Darmstadt, Alemanha) em microplacas estéreis de 96 pogos com fundo em
forma de “U", nas concentracdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81
Mg/mL. Solugdo Salina fisioldégica na concentragdo de 1,0x10% UFC/mL foi utilizada
para o preparo das suspensdes bacterianas, equivalente ao padrao de McFarland 0,5.
Em seguida 10 pL da suspensdo bacteriana foram inoculadas nos orificios da
microplaca, para obtengdo da concentragao final de 10* UFC/mL. Para o controle de
esterilidade, utilizou-se 100 yL de MHB, 100 pL do extrato e fragbes e 10 uL de
solugao salina. A viabilidade bacteriana (controle positivo), foi preparada com 100 pL
de MHB e 10 pL dos in6culos bacterianos. Como controle negativo, utilizou-se a
atividade inibitéria do diluente DMSO, no qual adicionou-se 100 pyL de solugao de
DMSO 1% em 100 pL de MHB e 10 uL dos indculos bacterianos. As microplacas foram
incubadas em estufa bacteriolégica (35°C) por um periodo de 20 horas.
Posteriormente, adicionou-se 20 pL de solugdo aquosa de TTC (Cloreto Trifenil
Tetrazolio — Merck, Darmstadt, Germany) a 0,5% e as microplacas foram reincubadas
por 3 horas (35 °C). Na sequéncia realizou-se a leitura visual dos resultados, no qual
a visualizagao da coloragao vermelha nos pogos, € indicativo da auséncia da atividade

antimicrobiana, para a substancia testada.

3.9.5.2 Atividade antifungica do extrato e fragdes

Para avaliagdo da atividade antifungica, foram preparadas diluicdes seriadas
dos extratos e fragdes, em meio liquido RPMI 1640 (/nstituto Roswell Park Memorial -
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Gibco/Invitrogem, Nova York, EUA), em um intervalo de concentragao de 1000; 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 pg/mL (CLSI, 2012) e depositados em microplacas
de 96 pocos com fundo em “U”. A partir da concentracao inicial de 1,0 x 108 UFC/mL,
as diferentes suspensdes fungicas foram preparadas em solug¢do salina fisiologica.
Estas foram diluidas em meio liquido para uma concentracéao final de 1,0 a 5,0 x 103
UFC/mL. Em seguida, inoculou-se 100 pL deste preparado nos orificios das
microplacas, as quais foram incubadas (35 °C) por um periodo de 48 horas. Apos este
periodo, adicionou-se 20 yL de TTC 0,5% e as microplacas foram novamente
incubadas por 3 horas (35 °C). Apds 48h de incubagéo as placas foram avaliadas
visualmente. A concentragao inibitéria minima (CIM) é considerada a partir do poco

em que ndo ha crescimento do fungo.

3.9.5.3 Interpretacao dos resultados

Resultados com auséncia de crescimento microbiano até a concentragao de
100 pg/mL, é indicativo de bom potencial inibitorio. Auséncia de atividade microbiana
entre 100-500 ug/mL, é indicativo de atividade inibitéria moderada. Auséncia de
atividade microbiana entre 500-1000 ug/mL, é indicativo de atividade inibitéria fraca.
Acima de 1000 yg/mL a amostra é considerada com auséncia de atividade inibitéria
(Ayres et al., 2008; Souza et al.,2014).

3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

3.10.1 Caracterizacao e local da pesquisa

A atividade farmacolodgica foi avaliada, utilizando os extratos brutos de folhas e
caules de M. evonymoides. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos
seguindo a normatizacao atual do CONCEA, do CEUA/UFSC e do ARRIVE (do inglés,
Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments). Os experimentos com animais
foram realizados no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamag¢ao (LANDI), no
Departamento de Ciéncias Biolégicas da UFSC. Os procedimentos experimentais

foram conduzidos de acordo com as orientagdes para os cuidados com animais de
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laboratério com os protocolos aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob o numero de registro
3328200323 (ANEXO C).

3.10.2 Animais experimentais

Para a realizagcdo dos experimentos foram utilizados camundongos
heterogéneos machos e fémeas Swiss (25 a 30 g) com aproximadamente 60 dias,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os camundongos foram mantidos em sala de aclimatagdo do Laboratério de
Neurociéncia da Dor e Inflamagao (LANDI). No Biotério os animais permaneceram em
estante ventilada (ALESCO®), com trés sistemas de estantes de mini isoladores
(ALESCO®), a qual fornece melhor qualidade de vida e prote¢cao aos animais, uma
vez que o sistema de circulagdo do ar vinculado a este tipo de sistema injeta o ar
diretamente no mini-isolador, em fluxo continuo e de baixa velocidade, garantindo uma
troca de ar ideal e bem-estar dos animais.

Os animais foram mantidos em microisoladores (marca BioBase) de circulagao
de ar, em gaiolas medindo 30x20x13 cm (4 a 5 animais por gaiola) em temperatura
constante (22 £ 2 ° C), com umidade relativa do ar entre 30% e 70%, ciclo claro-escuro
de 12 horas e tratados com agua filtrada (Jojaco filtros) e ragao (marca BioBase) ad
libitum. Todas as caixas foram limpas e trocadas trés vezes por semana, avaliando-
se a necessidade de repor a racao industrial, cuidando para manter o local limpo e
livre de contaminagéo. Os animais foram retirados da sala de aclimatagao e mantidos
no laboratério de experimentagao para adaptagao por um periodo de pelo menos 1h
antes do inicio dos experimentos e foram utilizados somente uma vez em cada teste,
os quais foram realizados entre as 8:00 e 17:00 horas. Os procedimentos foram
conduzidos de acordo com as normas de cuidados com animais de laboratdrio e as
diretrizes éticas para investigacdo de dor em animais conscientes (Zimmermann,
1983). Os camundongos foram utilizados em experimentos de avaliagdo da atividade
antinociceptiva utilizando os modelos de formalina e injecdo intraplantar de
carragenina. O numero de animais e a intensidade do estimulo nocivo foram os
minimos necessarios para demonstrar os efeitos do extrato, seguindo o principio dos

3 Rs (replace, reduction, refinement) de Russel e Burch (1992).
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3.10.3 Nocicepgao induzida pela injecéo intraplantar de formalina (2,5%)

No modelo de nocicepgao induzido por formalina, dois tipos distintos de
resposta nociceptiva podem ser avaliadas: a de origem inflamatéria, caracterizada
pela liberagdo de mediadores inflamatoérios e a de origem neurogénica, decorrente da
estimulacéao direta das fibras nociceptivas (Hunskaar; Fasmer; Hole, 1985).

O teste foi realizado com EBF, seguindo a metodologia descrita por Hunskaar;
Fasmer; Hole (1985), no qual injetou-se 20 yL de uma solugéo de formalina a 2,5%
(0,92% de formaldeido) na superficie ventral da pata posterior direita uma hora apés
o tratamento com os extratos. O tempo que o animal permaneceu mordendo ou
lambendo a pata onde ocorreu a injegao de formalina é indicativo de nocicepcéo.

Para tal procedimento os camundongos foram separados em seis grupos
denominados grupo 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Cinco grupos foram tratados com o extrato (3-
300 mg/kg. v.0.) e um grupo com o veiculo (10 mL/kg, v.0.). Os animais foram
colocados individualmente sob funil de vidro invertido com espelho ao fundo para
ambientacdo apdés 60 min foi feita a injecdo de formalina. O tempo que o animal
permaneceu mordendo ou lambendo a pata injetada foi contado no periodo de 30
minutos e agrupado em duas fases, sendo a 12 fase (fase neurogénica) contada no
intervalo de 0 - 5 minutos e a 22 fase (fase inflamatéria) contabilizada no intervalo de
15 - 30 minutos. E um modelo bifasico, pois avalia duas fases de sensibilidade
dolorosa, sendo a analgesia observada na primeira fase relacionada a dor de origem
neurogénica e na segunda relacionada a dor de origem inflamatéria (Hunskaar;
Fasmer; Hole, 1985).

3.10.4 Nocicepgao induzida pela injegcao intraplantar de carragenina

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6 animais por grupo) e pré-tratados
com veiculo (agua destilada), dexametasona (1 mg/kg, i.g.) e extrato etandlico de
folhas e caule de M. evonymoides (30, 100 e 300 mg/kg, i.g.). Apés 30 min, foi
realizada a injecao intraplantar de carragenina (CAR: 300ug/20ul, i.pl.) na pata
posterior direita (Chaplan et al., 1994). Em seguida os animais foram colocados em

caixas de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sobre plataforma elevada de malha, e a alodinia
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mecanica foi avaliada nos tempos de 30 min, 2 horas e 4 horas apds a injegao
seguindo o protocolo descrito por Chaplan et al. (1994).

Filamentos de Von Frey (0,02, 0,07, 0,16, 0,4, 1,4, 4,0 e 8,0 g) foram aplicados
verticalmente sobre a superficie plantar da pata traseira direita até que uma sutil
curvatura fosse observada. O primeiro filamento utilizado foi de 0,4 g, e o seguinte foi
aumentado ou diminuido de acordo com a resposta de retirada da pata. A frequéncia
de resposta € considerada apos até seis aplicagdes dos filamentos de Von Frey e a
mediana do limiar de retirada da pata foi determinado usando uma adaptacao do
método up-and-down de Dixon (Dixon, 1991). Ao final do experimento os animais
foram eutanasiados e as patas dos animais foram retiradas e congeladas para
posterior avaliacdo de atividade enzimatica da mieloperoxidase e citocinas

inflamatorias.

3.10.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Foi utilizada a
analise de variancia de uma via (ANOVA) no teste de formalina e analise de variancia
de duas vias (ANOVA) para o teste da nocicepgado pela injegdo intraplantar de
carragenina. As analises foram realizadas usando GraphPad Prism versdao 6.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

41 MATERIAL VEGETAL

Folhas e caule da espécie Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral foram
coletados, separados, secos a sombra e temperatura ambiente por periodo de trinta
dias e, posteriormente, triturados separadamente. Com a finalidade de manter a
estabilidade da planta, bem como evitar um meio reacional propicio a reagodes
quimicas, fenbmenos quimicos e proliferagdo de microrganismos, a retirada da agua
se faz necessaria (Oliveira; Petrovick, 2010). As quantidades de droga vegetal seca e
triturada foram de 1757 g para folhas e 2067 g para galhos na primeira coleta, os quais
foram utilizados para analises fisico-quimicas (perda por dessecacao e cinzas totais),
ensaio sistematico em analise fitoquimica, obtencdo de extrato bruto etandlico,
fragdes etandlico e atividades bioldgicas. Na segunda coleta foram triturados 843,90
g de folhas e 760 g de caule direcionados para obtencao de extrato bruto ceténico e

fracdes cetdnicas com o objetivo de isolar compostos quimicos.

4.2 ESTUDO MORFOANATOMICO E HISTOQUIMICO

O estudo morfoanatémico tem como objetivo principal identificar, descrever os
aspectos morfologicos, estruturas de caracterizacao e anatomia foliar de determinada
espécie. Utiliza marcadores morfoanatdmicos, que sao aqueles relacionados ao
padrao fenotipico de uma dada caracteristica. Alguns exemplos de marcadores que
podem ser observados no estudo sdo o formato da nervura central, formato do caule,

aspecto geral do peciolo, tipo de estdbmato (Cortez et al., 2016).

4.2.1 Morfoanatomia da folha

Em relagcdo aos aspectos morfolégicos, a espécie € uma arvore que pode
chegar a 18 metros de altura (FIGURA 21A). Os ramos jovens s&o carenados,
pubescentes, com coloragdo marrom, comumente lenticelados (FIGURA 21B). Os

ramos maduros sao cilindricos de coloracédo acinzentada (Flora e Funga do Brasil,
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2024). A epiderme foliar (FIGURA 21C e 21D), em vista de superficie, é distica e
inteira, com estipulas, sao do tipo caducas, com 0,76 cm de comprimento e 0,32 cm
de largura em média, raramente persistente e triangulares, parede anticlinal reta e
espessa, confirmando os relatos da literatura (Biral et al., 2017; Flora e Funga do
Brasil, 2024). Embora haja na literatura relatos de indumento do tipo pubescente, com
tricomas espacados (Flora e Funga do Brasil, 2024) a presenca de tricomas nas folhas

nao foi observada.

mm D

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. A: Arvore em seu habitat natural; B: Galho com
frutos. C: folhas em um ramo; D: folha em vista de superficie. Barras de escala: A = tamanho real, B,
CeD=1cm.

Apresentaram ainda folhas estreitamente elipticas a ovado-elipticas, com a
base aguda, as margens crenadas, planas e o0 apice agudo a obtuso, ndo mucronado,
membranaceas, glabras e concolores sendo verde escuro na face adaxial e verde
mais claro na face abaxial (FIGURA 22A e 22B). Os achados no presente estudo
corroboram com os estudos conduzidos por Biral et al. (2017) com a espécie M.

ilicifolia.
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FIGURA 22 - VISTA FRONTAL DA EPIDERME FOLIAR DA ESPECIE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2022).

NOTA: Morfoanatomia de folhas de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral [C e D: microscopia
6ptica, coloracdo: safranina; E e F: MEV]. A e B: folhas. C, D, E e F: epiderme da folha em vista
frontal (A, C e E: face adaxial; D e F: face abaxial). [st: estdbmatos]. Barras de escala: AeB=1cm, C
e D =100 ym, E=20 pym, F = 50 um.

A nervura primaria é plana na face adaxial (FIGURA 22A) e prominula na face
abaxial (FIGURA 22B), apresenta ainda seis a sete pares de nervuras secundarias,
inconspicuas na face adaxial (FIGURA 22A) planas na face abaxial (FIGURA 22B).
Nao foram observados flanges, diferenciando-se da espécie Monteverdia ilicifolia

(Mart. ex Reissek) Biral (Jacomassi; Machado, 2003; Rocha et al., 2004; Brasil, 2019)
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que apresenta folhas ovalado-oblongas a elipticas ou elipticolanceoladas, coriaceas,
com apice mucronado agudo a acuminado e espinho apical e flanges ao longo da
margem epinescente (Brasil, 2019; Pereira, 2022; Antunes et al., 2023); Monteverdia
obtusifolia (Mart.) Biral que apresenta folhas obovada, orbicular, a oblongo-
lanceolada, com apice obtuso (Joffily; Vieira, 2005); Monteverdia robusta (Reissek)
Biral no qual a folha é eliptica e coriacea; Monteverdia salicifolia Reissek in Mart., que
possui folhas membranosas e ovaladas-lanceoladas (Duarte; Debur, 2005); e
Monteverdia aquifolia (Mart) Biral, que apresenta folha eliptica a oblongo-eliptica,
coriacea, base aguda a obtusa, apice agudo a acuminado com espinho apical,
margens apinescente (Carvalho-Okano, 2005; Antunes et al., 2023).

Por apresentar folhas elipticas crenadas, inflorescéncia fasciculada e flores
pequenas, M. evonymoides foi confundida com o género Casearia (Salicaceae), tanto
que em 1861, Reissek propds a espécie Maytenus pseudocasearia Reissek, pois
ambas sao parecidas, porem M. evonymoides apresenta menor pubescéncia e menor
numero de flores (Santos, 2016; Flora e Funga do Brasil, 2024). Por conta da
variedade morfoldgica, principalmente em relagéo as folhas, Carvalho-Okano (2005)
propbés a sinonimia entre M. evonymoides e M. pseudocasearia (Carvalho-Okano,
2005).

A espécie M. evonymoides apresenta imensa variedade foliar, desde
espécimes com folhas ovaladas a individuos com folhas lanceoladas, bem como
diferentes graus de crenagcdo na margem (Santos, 2016; Flora e Funga do Brasil,
2024), diferindo-se assim da M. ilicifolia que apresenta dentes espinhosos ao longo
da margem da folha e M. Robustos, que apesar de apresentar folhas elipticas, séo
coriaceas (Duarte; Debur, 2005). Guimaraes et al. (2020) em seus estudos afirma que
a sistematica de diferenciacdo das espécies inicialmente eram os achados
morfoldgicos, seguidos da identificagcdo dos metabdlitos secundarios, porém a
incidéncia desses metabdlitos ou auséncia deles poderiam ser indicativo de uma
origem comum, fato que pode explicar a confusdo ocorrida entre os géneros
Monteverdia e Casearia (Guimaraes et al., 2020).

As caracteristicas morfologicas semelhantes das folhas, flores e frutos no
género Monteverdia foram evidenciados na literatura (Simmons et al, 2008; Groppo et
al., 2014; Meirelles et al., 2022). A lamina, em vista frontal, apresenta células
epidérmicas poligonais a levemente ondeadas (FIGURA 22C). A epiderme é

uniseriada e uniestratifica, possuindo cuticula espessa (FIGURA 22D), corroborando
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com relatos encontrados na familia Celastraceae e no género Monteverdia,
particularmente confirmados nas espécies M. ilicifolia e Monteverdia boaria Molina
(Carvalho-Okano, 2005; Duarte; Debur, 2005), Monteverdia rigida (Mart.) Biral (Rocha
et al., 2004) e se diferencia de Maytenus brasiliensis (Mart.) Biral, Maytenus cestrifolia
(Reissek) Biral, Maytenus communis (Reissek) Biral e Maytenus obtusifolia (Mart.)
Biral, que embora a epiderme seja unisseriada, possuem cuticula delgada e lisa
(Joffily; Vieira, 2005).

As semelhancgas se confirmam, tanto que, quando houve a nova reclassificagao
de géneros, 123 espécies que pertenciam ao género Maytenus passaram a pertencer
ao género Monteverdia, a espécie M. boaria continuou no género Maytenus e as
espécies M. ilicifolia, M. rigida, M. brasiliensis, M. cestrifolia, M. communis e M.
obtusifolia passaram a pertencer ao género Monteverdia (Biral et al., 2017). As células
epidérmicas de contornos evidentes estdo niveladas abaixo dos estdbmatos
anomociticos, anisociticos e tetraciticos, na face abaxial, com caracteristica
hipoestomatica (FIGURA 22D e 22F), apresentam saliéncias e sulcos de cuticulas, os
quais foram mencionados no complexo estomatico encontrado em M. ilicifolia (Duarte;
Debur, 2005; Amaral et al., 2021). Da mesma forma, foi evidenciado em M. aquifolia
(Jacomassi; Machado, 2003; Antunes et al., 2023).



106

FIGURA 23 - SECCAO TRANSVERSAL DA NERVURA CENTRAL E MESOFILO DE M.
evonymoides

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Visao geral da secc¢éao transversal de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. A-E:
Microscopia Optica, cortes corados com fucsina basica e azul astra. [co: colénquima; cr: cristais; ct:
cuticula; ep: epiderme; fi: fibras; gp: parénquima fundamental; pc: compostos fendlicos; ph: floema;
pp: parénquima paligado, sc: esclerénquima, sc: cavidade secretora; sp: parénquima esponjoso; xy:

xilema; vb: feixe vascular]. Barras de escala: Ae C =100 ym, Be D =50 ym.

O mesofilo é do tipo dorsiventral, com cerca de duas camadas de parénquima
palicadico na face adaxial e a presencga de parénquima esponjoso (FIGURA 23A). No
mesofilo foram observadas raras cavidades secretoras, além de feixes colaterais de
pequeno porte, com fibras lignificadas justapostas ao floema, assemelhando-se com
relatos encontrados em M. aquifolia, M. ilicifolia (Duarte; Debur, 2005; Antunes et al.,
2023), M. brasiliensis, M. cestrifolia, M. communis e M. obtusifolia lisa (Joffily; Vieira,
2005).

A nervura central, em secgdo transversal, é biconvexa (FIGURA 23B-23E)
assim como M. aquifolia, M. ilicifolia (Duarte; Debur, 2005; Antunes et al., 2023) M.
brasiliensis, M. cestrifolia, M. communis e M. obtusifolia (Joffily; Vieira, 2005). Logo
abaixo da epiderme pode ser observado colénquima angular, o parénquima
fundamental possui um feixe colateral em arco aberto e dois feixes dorsais, calotas de
fibras perivasculares sdo observadas contornando o floema, sendo mais evidentes na
face abaxial (FIGURA 23C - 23E) igualmente relatado em M. ilicifolia (Duarte; Debur,
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2005; Antunes et al., 2023) M. brasiliensis, M. cestrifolia, M. communis e M. obtusifolia
(Joffily; Vieira, 2005) e diferenciando-se de M. aquifolia que apresenta apenas um
feixe dorsal. Geralmente o formato da nervura central possui valor diagnostico, pois

auxilia na diferenciagao das espécies (Amaral et al., 2021; Antunes et al., 2023).

4.2.2 Morfoanatomia do peciolo

O peciolo, em secgao transversal, apresenta-se biconvexo (FIGURA 24A), com
duas projec¢des na face adaxial e formato circular mais acentuado na face abaxial,
padrdo semelhante ao descrito nas espécies M. aquifolia e M. ilicifolia (Duarte; Debur,
2005; Amaral et al., 2021; Antunes et al., 2023), assim como em M. brasiliensis, M.
cestrifolia, M. communis e M. obtusifolia (Joffily; Vieira, 2005). Embora possa ocorrer
diferenciagao do tamanho, M. evonymoides pode apresentar peciolo subnulo a 0,3 cm
enquanto M. aquifolia 0,3 a 0,8 cm e M. ilicifolia 0,2 a 0,5 cm (Antunes et al., 2023;
Flora e Funga do Brasil, 2024).

FONTE: A autora (2022).
NOTA: Anatomia do peciolo de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. Corte transversal. [ A - C:
microscopia éptica, cortes corados com fucsina basica e azul de astra; D - E: MEV]. [co: colénquima;
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cr: cristal; ct: cuticula; ep: epiderme; fi: fibras; gp: parénquima fundamental; ob: goticula de odleo; pc:
composto fendlico; ph: floema; pi: medula; nt: tricoma glandular n&o tector; xy: xilema). Barras de
escala: A= 100 ym; B-C =50 ym; D = 10 pm; E = 20 pym.

A epiderme é semelhante a lamina, uniseriada, recoberta por cuticula espessa
(FIGURA 24A e 24C). O feixe vascular é anficrival na regido central, formando uma
regiao medular. Uma bainha esclerenquimatica incompleta envolve o feixe vascular
(FIGURA 24C). Os achados corroboram com Joffily e Vieira (2005) que encontrou
padrao semelhante em M. brasiliensis, M. cestrifolia, M. communis e M. obtusifolia e
Antunes et al. (2023), exceto pela presencga de tricomas nao tectores que no presente
estudo estao evidenciados (FIGURA 24E).

Os tricomas sado anexos epidérmicos, sendo considerados importantes
marcadores por apresentarem uma imensa variedade de formas e sido de facil
deteccdo (Machado et al., 2021), somados as caracteristicas microscopicas
peciolares contribuem com a identificacdo e diferenciacdo das espécies (Duarte;
Debur, 2005; Amaral et al., 2021; Antunes et al., 2023).

Cristais formando agregados de placas foram observados (FIGURA 24D).
Joffily e Vieira (2005) relataram a presenca de cristais em M. brasiliensis, M. communis
e M. obtusifolia. Duarte e Debur (2005), assim como Prata e Mendonca (2009),
afirmam que os cristais dentro de células epidérmicas sao comuns em Celastraceae,
tem a fungdo de armazenar o ion calcio, evitando dessa forma o acumulo téxico do
oxalato, contribuindo assim com o suporte mecanico, ademais protegem contra o
forrageamento animal (Duarte; Debur, 2005; Prata; Mendonga, 2009). No presente
estudo os cristais foram evidenciados fora das células epidérmicas, o que pode ser
considerado um diferencial da espécie. A presenga ou auséncia de substancias
ergasticas como os cristais, bem como o tipo de composi¢ao sao uteis na identificagéo
vegetal (Joffily; Vieira, 2005). As principais formas de cristais encontradas nas plantas
s&o areia cristalina, drusas, estiloides, prismas e rafides (Brito et al., 2021). O calcio
retirado do meio ambiente somados ao acido oxalico sintetizado de forma endégena
pelas plantas dao origem ao oxalato de calcio, um cristal muito comum, embora
possam ser encontrados sulfato de calcio, oxalato de magnésio, entre outros
(Machado et al., 2019).
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4.2.3 Morfoanatomia do caule

Em crescimento primario, a morfoanatomia do caule em secc¢ao transversal
apresenta formato ovalado, com quatro projecdes laterais e fibras (FIGURA 25A e
25B). A epiderme é unisseriada, coberta por uma cuticula espessa, seguida de uma
camada de colénquima angular e parénquima fundamental, constituido por cerca de
oito camadas de células arredondadas de diferentes tamanhos. Tricomas tectores nao
glandulares foram encontrados (FIGURA 25B e 25B), assim como a presenca
compostos fendlicos (FIGURA 25B, 25C e 25D). Machado et al., (2021) afirma que a

presenca de tricomas € um achado importante para identificacdo da espécie.

FIGURA 25 - SECCAO TRANSVERSAL DO CAULE DE M. evonymoides

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Morfoanatomia de caule de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral [A-D: microscopia
Optica, cortes corados com fucsina basica e azul astra]. Secgao transversal. [fi: fibras; gp: parénquima
fundamental; pc: compostos fendlicos; ph: floema; pi: medula; tr: tricoma glandular nao tector; xy:
xilema). Barras de escala: A e B =100 um; Ce D =50 uym.
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O sistema vascular € composto por floema na periferia e xilema voltado para a
medula (FIGURA 25), sendo encontrado também nas espécies M. aquifolia e M.
ilicifolia (Jacomassi; Machado, 2003; Antunes et al., 2023) e Maytenus guianensis
Klotzsch ex, Reissek (Prata; Mendonga, 2009). Os elementos de vasos que estao
distribuidos em fileiras ordenadas e grupos de fibras se encontram logo abaixo do
floema. A medula, formada por células parenquimaticas (FIGURA 25C e 25D) esta
presente no centro do caule, bem delimitada e contém compostos fendlicos. O padrao
encontrado corrobora com achados encontrados na familia Celastraceae e no género
Monteverdia (Duarte; Debur, 2005; Prata; Mendonga, 2009). O mesmo formato é
observado em M. ilicifolia, assim como a projecao, epiderme e diferencia-se de M.
aquifolia no que se refere ao formato: arredondado e além da epiderme, camadas
subepidérmicas (Jacomassi; Machado, 2003; Antunes et al., 2023). Da mesma forma,
compostos fendlicos foram evidenciados em grande quantidade no cortex e no floema
em M. aquifolia, M. ilicifolia (Antunes et al., 2023), M. guianensis (Prata; Mendonga,
2009).

4.2.4 Analises histoquimicas

Para identificagcao de compostos lipofilicos, o teste com Sudam Il foi utilizado.
Os compostos podem ser encontrados na cuticula, na epiderme, em tricomas
glandulares, na suberina, em depdsitos de 6leo, cavidades, ductos, entre outros (Brito
et al., 2021; Santos et al., 2021). No presente estudo os compostos lipofilicos foram
encontrados na cuticula, em goticulas de 6leo dispersas pelo mesofilo (FIGURA 26F).
Da mesma forma células oleosas foram encontradas em M. ilicifolia (Santos et al.,
2021) e M. aquifolia (Antunes et al., 2023). Os dleos tém papel fundamental na defesa
das plantas, protegendo-as das condigbes ambientais adversas (Camargo et al.,
2020). Por meio dos testes cloreto férrico e dicromato de potassio foi possivel
identificar a presenca de compostos fendlicos. A solugéo de cloreto férrico a 10% ao
se precipitar com ferro produz coloragdo marrom escuro ou preta e o dicromato de
potassio a 20% quando em contato com compostos fendlicos produz coloragdo que
varia de marrom a marrom-avermelhada (Badria; Aboelmaaty, 2019). Estes foram
evidenciados no mesofilo (FIGURA 26A e 26C) e na nervura central distribuidos em
maior quantidade no parénquima palicadico (FIGURA 26A). No peciolo e no caule,
estao dispersos por todas as estruturas, desde a epiderme, camadas subepidérmicas,
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feixe vascular e medula (FIGURA 26B, 26D). Santos et al, (2021) também observou a
presenga de compostos fendlicos no floema ou proximo a este no parénquima
fundamental da nervura central e do peciolo em M. ilicifolia assim como Antunes et al.
(2023) em M. aquifolia e M. ilicifolia.

FIGURA 26 - TESTES HISTOQUIMICOS DE M. evonymoides

FONTE: A autora (2022).
NOTA: Testes histoquimicos de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. [A-C: Dicromato de
potassio; D: cloreto férrico (2%); E e G: floroglucinol/HCL; F: sudam lll]. Seg¢bes transversais. A, G:
nervura central; C, F: mesofilo; B, D, E: caule; [ct: cuticula; ep: epiderme; fi: fibras; pc: compostos
fendlicos; ph: phoema; pi: medula; pp: parénquima paligadico; sc: célula esclerenquimatica;
sp:parénquima esponjoso; xy: xilema]. Barras de escala: A e E = 50um, B, C, D, F e G = 100pum.
Da mesma forma, Duarte e Debur (2005) evidenciaram a presenga de
compostos fenolicos no mesofilo e no peciolo em seus estudos com M. ilicifolia. De
acordo com os autores as células armazenadoras desses compostos estao
distribuidas na maioria dos tecidos, os sintetizam e armazenam nos vacuolos durante

o processo de diferenciagao celular com a finalidade de protecao contra lesdes e/ou
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infeccbes. Somados a protegado, os compostos fendlicos, principalmente os taninos,
apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante, entre outros
(Duarte; Debur, 2005; Monteiro et al., 2005). Corroborando com Duarte e Debur
(200%5), Santos et al. (2021) afirma que a presenga de compostos fendlicos nao esta
associada com células especializadas na secregdo e sim com estruturas nao
especializadas de secregao (Santos et al., 2021).

O floroglucinol/HCI € um reagente utilizado para identificar a presenga de
lignina, uma substéncia que confere rigidez e resisténcia mecanica aos vasos,
responsavel ainda pela adaptagdo de plantas superiores, além de ter um papel
fundamental na protegédo dos tecidos contra microorganismos e promover transporte
de agua e nutrientes, portanto, é facilmente encontrada nas camadas das paredes
secundarias (Farago et al., 2005; Betim et al., 2020).

A presenca de lignina foi evidenciada na nervura central reagindo com as
fibras e com xilema da folha, peciolo e caule (FIGURA 26E e 26G). Antunes et al.,
(2023) também observou a presenca de lignina nas fibras, elementos de vasos do
xilema nas folhas e caules de M. ilicifolia € M. aquifolia. Da mesma forma, Duarte e
Debur (2005) observaram a presenca de lignina em M. ilicifolia (Duarte; Debur, 2005;
Antunes et al., 2023). Os elementos lignificados tém a funcdo de promover
hidrofobicidade e sustentagdo mecanica a planta, pois estdo presentes nas paredes
celulares do xilema e nas fibras esclerenquimatosas (Boerjan; Ralph; Baucher, 2003),

Foram ainda realizados os testes de lugol, no qual a solugéo de iodo é usada
para destacar a presenca de amido, que pode ser identificado pela coloragcao azul ou
preta (Badria; Aboelmaaty, 2019). No presente estudo a presenga de amido nao foi
evidenciada, diferindo-se do resultado encontrado por Duarte e Debur (2005) e
Antunes et al. (2023), que evidenciou reagao positiva em M. ilicifolia no parénquima
fundamental do peciolo, proximo as fibras e em M. aquifolia no cortex do caule
proximos as células pétreas (Duarte; Debur, 2005; Antunes et al., 2023).

4.3 PARAMETROS FARMACOPEICOS

Os parametros farmacopeicos contribuem com a identificacdo morfoanatémica

permite a identificagdo do material botanico, atestam a pureza e denunciam desvios
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de qualidade e possiveis adulteracbes. Na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, 2019
nao foram encontrados dados para estabelecer os limites maximos destas analises,
portanto foi utilizada como parametro de comparacéo a espécie Monteverdia ilicifolia
Mart. ex Reissek, na qual a determinacao de cinzas totais nao deve exceder 8,0% € a

determinagao de umidade nao deve exceder a 12,0% (Brasil, 2019).

4.3.1 Perda por dessecacgao

Parametro perda por dessecacdo quantifica qualquer substancia volatil
eliminada da droga vegetal estudada, fornecendo um parametro de avaliagao para o
seu controle de qualidade e garantindo a estabilizagdo e eficiéncia no processo de
secagem (Brasil, 2019). Cada espécie apresenta parametros farmacopeicos
exclusivos. Apds a analise verificou-se que folhas e caules provenientes da primeira
coleta apresentaram um teor de agua de 8,39% e 8,58% respectivamente. Os

resultados estao descritos na TABELA 4.

TABELA 4 - RESULTADOS DO PARAMETRO PERDA POR DESSECACAO DE FOLHAS E CAULE
DE M. evonymoides.

Parte aérea Umidade (%) Desvio padrao Desvio padrao relativo (%)
Caule 8,58 0,4417 5,15
Folhas 8,39 1,0000 11,91

FONTE: A autora (2021).

Trata-se de um importante parametro uma vez que a presencga de agua no
material vegetal pode acarretar na degradagao de constituintes quimicos, por meio da
acao de enzimas e também facilitar o desenvolvimento de bactérias e fungos
(Vasconcelos; Silva; Lima, 2012). De acordo com os resultados, o material de estudo
esta dentro da faixa recomendada, indicando baixa probabilidade de ocorrer agao

enzimatica bem como desenvolvimento de bactérias e fungos (Farias, 2007).

4.3.2 Determinacao de cinzas

E comum a presenca de compostos inorganicos nas plantas. A quantificacéo
desses compostos é avaliada por meio da determinagao de cinzas. Como parametro

de comparagao utilizou-se a espécie Monteverdia ilicifolia Mart. ex Reissek, descrita
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na Farmacopeia Brasileira 62 edicado, 2019, a qual determina que esse teste ndo deve
exceder 8,0%. Ao exceder esse limite, a analise pode detectar possiveis adulteragdes,
bem como contaminagdes presentes no material vegetal (Brasil, 2019). Os resultados
encontrados estao dispostos na TABELA 5, assim como realizado no teste perda por

dessecacao o material utilizado nesta analise foi proveniente da primeira coleta.

TABELA 5 - DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS DE FOLHAS E CAULE DE M. evonymoides

Parte Aérea Cinzas totais (%) Desvio padrao Desvio padrao relativo (%)
Caule 3,65 0,0067 5,78
Folhas 3,05 0,0804 144,56

FONTE: A autora (2021).

Da mesma forma que a Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cao (2019), Farias (2007)
também enfatiza a importancia do teste na identificacdo de possiveis contaminantes

que podem estar presentes no material vegetal.

4.4 PREPARO DO EXTRATO BRUTO E RENDIMENTO

Para obtencao do extrato bruto etandlico e ceténico de folhas e caules de M.
evonymoides a metodologia adotada foi extracdo continua até o completo
esgotamento por meio de Soxhlet modificado. A escolha se baseia em alguns fatores,
a exemplo de: permitir completa extracdo dos constituintes quimicos; apresentar
estabilidade térmica; menor quantidade de solventes empregados na extragéo
(Carvalho et al., 2009; Gil-Martin et al., 2022).

A partir do extrato bruto foi realizada a analise de teor de solidos e os resultados
estdo apresentados na TABELA 6. O teor de sélidos é obtido pela pesagem do residuo
da evaporacdo de uma determinada amostra, correspondendo dessa forma, ao
residuo da desidratacdo dessa amostra e permite calcular o rendimento do extrato
hidroalcoolico e cetdnico, ja que sua fase liquida é eliminada. Para o extrato etandlico
e cetdnico a partir das folhas o rendimento encontrado foi de 14,74% e 9,46%
respectivamente e para o extrato etandlico e cetbnico a partir do caule foi de 10,28%

e 6,43% respectivamente.



115

TABELA 6 - RENDIMENTO* DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICO E CETONICO DE M.

evonymoides

Parte aérea

Teor de solidos (%)

Desvio padrao

Desvio padrao

relativo (%)

Extrato Etandlico Caule 10,28 0,0021 6,08
Extrato Etandlico Folhas 14,74 0,0005 2,14
Extrato Cetdnico Caule 6,43 0,0021 3,26
Extrato Cetdnico Folhas 9,46 0,023 17,67

FONTE: A autora (2021).

NOTA: *% calculado em relagéo ao total de planta seca (g).

Ap0s esta etapa, uma pequena parte de extrato bruto etandlico de folhas (EBF)
e caule (EBC) foi separada, e posteriormente evaporada, para a realizagdo das
atividades bioldgicas resultando em 3,632 g e 3,074 g de extrato bruto etandlico seco

de folhas e caule respectivamente (TABELA 7).

TABELA 7 - EXTRATOS BRUTOS ETANOLICO DAS FOLHAS E CAULE DE M. evonymoides
RESERVADOS PARA AS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Fragao Caule Folhas

(@) (%) (9) (%)
3,074 0,149 3,632 0,207

Extrato Bruto Etandlico

FONTE: A autora (2021).
NOTA: % calculado em relagéo ao total de planta seca (g).

4.5 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

A analise fitoquimica preliminar tem por objetivo identificar os componentes
quimicos presentes na planta, por meio de reagdes quimicas, que podem ser de
precipitacdo ou alteracdo na coloracdo. E possivel caracterizar os metabolitos
secundarios, contribuir com o estudo de plantas que nao possuem relatos na literatura
(Da Silva; Miranda; Conceigéo, 2010), além de auxiliar no direcionamento da pesquisa
(Luiz et al.,2014).

A TABELA 8 traz os resultados obtidos na analise fitoquimica preliminar do
extrato aquoso (20%) e a TABELA 9 do extrato hidroalcoolico (20%) para o material
vegetal constituido de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral. A analise fitoquimica

preliminar foi conduzida com as folhas e caule originarios da primeira coleta.
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TABELA 8 - COMPOSICAO FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS E CAULE DE M.
evonymoides.

Anadlises fitoquimica Caules Folhas

Heterosideos antocianicos - -
Heterosideos saponinicos - -
Heterosideos cianogénicos - -
Taninos hidrolisaveis + +
Taninos condensados + +
Pesquisa de amino grupos - -

Acidos fixos + +

Acidos volateis - -

FONTE: A autora (2021).
NOTA: Simbolo + é indicativo de reagéo positiva, simbolo - é indicativo de reagao negativa.

De acordo com o observado na TABELA 8, os resultados foram negativo para
a presenca de heterosideos antocianicos, pois nao houve a formagao da coloragao
avermelhada em meio acido; azulada para o meio alcalino e violacea para meio
neutro, tanto para folhas quanto para o caule. O mesmo resultado foi observado na
pesquisa de heterosideos saponinicos, tendo em vista a auséncia de formagao de
espuma igual ou maior que um centimetro, resultado divergente ao observado na
espécie Monteverdia ilicifoilia (Vargas et al., 2020). Também n&o foi observado o
aparecimento de cor vermelha na tira de papel indicando a presenca de heterosideos
cianogénicos.

Foram observados valores de pH acima de 7 indicando resultado negativo para
a presenca de acidos volateis. Igualmente foi observado resultado negativo na
pesquisa de aminogrupos, pois nao houve o aparecimento de coloragado azul-violeta.

Por outro lado, foi possivel identificar a presenga de taninos condensados,
hidrolisaveis e a presencga de polifendis, tendo em vista a observacdo de coloragao
verde, azul e marrom respectivamente tanto para folhas quanto para caules. Da
mesma forma, foi observado resultado positivo para a presenca de taninos na espécie
Monteverdia ilicifoilia (Vargas et al., 2020). Tal como ocorreu na pesquisa de acidos
fixos, em que foi constatado a presenca de coloragdo marrom.

A TABELA 9 apresenta os resultados obtidos na pesquisa do extrato e fragdes
hidroalcoolicos das folhas e caule de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.
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TABELA 9 - COMPOSICAO FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS E
CAULES DE M. evonymoides

Analises Fitoquimicas Reagentes utilizados EB FH EC FAE
F C F C F C F C

Alcaloides Reativo de Mayer - - - - + 4+ - -
Reativo de Dragendorff - - + o+ - - - -

Reativo de Bouchardat - - + o+ - - - -

Flavonoides Leucoantocianidinas + o+ - - + o+ + o+
Heterosideos Flavonicos + o+ - - - - + o+

Oxalico Borico + o+ - - + o+ + o+

Pacheco - - - - - - - -

Zinco em HCI - - - - - - - -

Cumarinas Fluorescéncia em UV - - - - - - - -

Compostos Iridoides Floroglucinol - - - - - - - -
Acido Sulfurico - - - - - - .-

Cristais de vanila e acido - - - - - - - -

sulfurico
Antraquinonas Borntrager - - - - - - - -
Esteroides/ Libermann Bouchard + o+ - - + o+ + o+
Triterpenos Keller Kelliani + o+ - - + o+ + o+

FONTE: A autora (2021).

NOTA: Simbolo + é indicativo de reagéo positiva, simbolo - é indicativo de reagéo negativa. Folhas (F),
Caule (C). Extrato Bruto (EB); Fragdo Hexanica (FH); Fragdo Cloroférmica (FC); Fragdo Acetato de
Etila (FAE).

Na pesquisa de alcaloides foram utilizados trés reagentes: Reativo de
Bouchardat (solugéo de iodo 1%, iodeto de potassio 2% e agua purificada); Reativo
de Dragendorff (solugado de iodo bismutado de potassio K(Bil4) em meio acido);
Reativo de Mayer (mercurio tetraiodeto de potassio) (Miguel, 2003). A reagéo é
considerada positiva quando a amostra em contato com o Reativo de Mayer apresenta
precipitado ou leve turvagao branca, o mesmo ocorre com o Reativo de Dragendorff
quando ocorre a formagao de precipitado cor vermelho-tijolo, da mesma forma, se
confirma o resultado na reagdo com o Reativo de Bouchardat quando observa-se
precipitado alaranjado. Os resultados indicando a presenga de alcaloides foram
observados tanto para caule quanto para folhas na fragdo hexano para os trés
reativos. Resultado igual foi observado em estudos conduzidos com a espécie
Monteverdia ilicifoilia (Vargas et al., 2020). Porém, resultados falso positivos para
alcaloides s&o comuns uma vez que o composto quimico pode conter uma base

nitrogenada e nao ser propriamente um alcaloide (Henriques, et al., 2007).
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Na triagem fitoquimica do extrato bruto de folhas da espécie Monteverdia
ilicifolia, Colacite (2015) constatou resultado positivo para os reativos Mayer,
Dragendorff e Bouchardat. Assim como Colacite (2015) Marifio et al. (2019) também
constatou a presencga de alcaloides na triagem fitoquimica, este por sua vez, realizou
0 ensaio com extrato bruto de Monteverdia ilicifolia (Mart) de trés amostras diferentes
(Marifo et al., 2019). Por outro lado, na triagem fitoquimica realizada com a entrecasca
da espécie Maytenus rigida Mart. a pesquisa apresentou resultado negativo para
alcaloides (Estevam et al., 2009).

Quanto a pesquisa de leucoantocianidinas a reagao caracteriza-se como
positiva pelo aparecimento de coloragcado vermelha, esse resultado foi observado no
extrato bruto, na fragao cloroférmio e na fracao acetato de etila para folhas e caule.
Foi observado resultado positivo para reagao de oxalico bdérico que em luz
fluorescente apresenta coloracdo amarela fluorescente sob a luz ultravioleta,
sugerindo assim a presenca de flavondis. E resultado positivo na pesquisa de
heterosideos flavénicos no extrato bruto e na fragcdo acetato de etila confirmando a
presenca de flavondis, uma vez que a coloracdo vermelha foi observada. Ha relatos
na literatura da presenca de flavonoides em varias espécies do género, a exemplo da
quercetina, canferol e rutina isolado em Monteverdia aquifolia (Yarimake et al., 2005;
Sahyun et al., 2021), quercetina e canferol isolados Maytenus dasyclada Mart.,
Maytenus cassineformis Reissek (Schwanz, 2012) e Maytenus truncata Reissek
(Fonseca et al., 2007).

Os resultados foram negativos tanto para folhas quanto para caule na pesquisa
de cumarinas (formagao de fluorescéncia de coloragao azul ou verde-amarelada,
torna a reacgéao positiva), heterosideos antraquinénicos (coloragao vermelha em caso
de positividade), compostos iridoides (coloragdo verde escura indica resultado
positivo).

Na pesquisa de esteroides/triterpenos foi observada a formacao de coloracéo
rosa. Miguel (2003) sugere que essa coloracao se refere a presenga de um composto
que apresenta na sua férmula estrutural dupla ligagéo entre os carbonos 5 e 6 e fungao
carbonila na posi¢ao 3. O mesmo resultado foi observado nos extratos brutos, fragao
cloroformio e fragdo acetado de etila de folhas e caule. N&o foi observado coloragéo
rosa na fragdo hexano, indicando resultado negativo para esta fragao. Miguel (2003)
sugere ainda que quando observado coloragao verde trata-se da presenga de um

composto que apresenta na sua formula estrutural dupla ligagéo entre os carbonos 5
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e 6 e funcdo carbonila na posigdo 3. Quando observada a formagao de coloragéo
amarela indica a possivel presengca de um composto que apresenta um grupamento
metila no carbono 14 em sua férmula estrutural (Miguel, 2003).

Os esteroides e triterpenos estdo amplamente distribuidos no género
Monteverdia, haja vista em Monteverdia ilicifolia (Colacite, 2015), Maytenus rigida
(Estevam et al., 2009; Conceigao, 2010) e Maytenus Robusta (Souza, 2016).

Na triagem fitoquimica realizada por Colacite (2015) com folhas de Monteverdia
ilicifolia (Reissek) Biral os resultados foram positivo para alcaloides, flavonoides e
taninos e negativos para a presenca de saponinas corroborando com os achados
nesse estudo (Colacite, 2015). Vargas et al. (2020) também realizou a triagem
fitoquimica com folhas de Monteverdia ilicifolia e além de observar resultado positivo
para a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos também obteve resultado positivo
para saponinas e resultado negativo para a presencga de antraquinonas (Vargas et al.,
2020). Lima et al. (2010) conduziu os estudos com casca de M. rigida e identificou a
presenca de fendis totais, taninos, flavonas, flavanondis, xantonas, heterosideos
flavonoides, esteroides, triterpenoides e heterosideos saponinicos (Lima et al., 2010).
Corroborando com Lima et al., (2010), Estevam et al., (2009) também evidenciou a
presenca de triterpenos, esteroides nos estudos conduzidos com entrecascas de M.
rigida, e ainda outras classes de substancias: catequinas, quinonas, saponinas
(Estevam et al., 2009).

Os resultados obtidos coincidem com os compostos quimicos relatados no
género Monteverdia, em relacao aos alcaloides, flavonoides, esteroides, taninos e
triterpenos. A partir destes achados foi possivel estabelecer estratégias para
direcionar a pesquisa, de modo a buscar a obtencdo de compostos isolados

pertencentes a determinados grupamentos quimicos.

4.6 PERFIL FITOQUIMICO POR CCD

Extratos brutos e fragdes hidroalcoolica de folhas e caules de M. evonymoides
foram submetidos a analise por cromatografia de camada delgada (CCD). Na CCD é
possivel avaliar as caracteristicas qualitativas dos principais compostos metabdlicos
presentes nas amostras através de reacdes colorimétricas e fluorescéncia, assim

como na triagem fitoquimica. Porém, esta metodologia oferece algumas vantagens,



120

pois € um método de rapida execucao, facil reprodutibilidade, simples, eficiente e de
baixo custo (Alberton; Falkenberg; Falkenberg, 2002; Valente et al., 2006).

Na pesquisa de alcaloides bandas marrons foram observadas na placa
cromatografica indicando resultado positivo nos extratos brutos, fracdo cloroférmio e
fracdo remanescente (TABELA 10), contrariando os resultados obtidos na triagem
fitoquimica que evidenciou resultado positivo apenas na fragdo hexano.

Quando pesquisados triterpenos e esteroides observou-se coloragao violeta
apos aquecimento da placa cromatografica indicando resultado positivo para todos os
extratos e fragcbes com excecdo da fragcdo cloroférmio que apresentou resultado
negativo. O mesmo resultado positivo foi observado na triagem fitoquimica para o

extrato bruto e fracdo acetato de etila de folhas e caule.

TABELA 10 - PRESENGCA DE GRUPOS QUIMICOS NO EXTRATO E FRACOES DE FOLHAS E
CAULE DE M. evonymoides POR CCD

Grupo Fase movel Revelador EB FH FC FAE FR
quimico F C|F C|F C|F C|F C
Alcaloides Cloroférmio: Dragendorff + o+ - -+ o+ -+ o+

metanol (95:5) +
universo amoénia

Cumarinas Tolueno: acetato de | Reativode NEU e | - S e -
etila (80:20) Hidroxido de sédio
1N (UV)
Esteroides/ Tolueno: acetato de Vanilina sulfurica + + |+ o+ |- -+ + |+ 4+
. etila (93:7) 1%
triterpenos
Flavonoides Acetato de etila: Reativo de NEU + 4+ |- - |- -+ + |+ 4+
4cido férmico: Agua (UV)
destilada (95:3:2)
Taninos Acetato de etila: Cloreto férrico + o+ |- -+ o+ - - - -

4cido férmico: Agua
destilada (95:3:2)

Antraquinonas Acetato de Etila: Hidréxido de - S -
Metanol: Agua Potassio 5% em
(100:17:13) etanol

FONTE: A autora (2021).

NOTA: Simbolo + ¢ indicativo de reagéo positiva, simbolo - € indicativo de reagdo negativa. Extrato
bruto (EB); Fracdo hexénica (FH); Fracdo cloroférmica (FC); Fracdo acetato de etila (FAE); Fracao
residual (FR); Caules (C); folhas (F); UV: luz ultravioleta.

Assim como na pesquisa de triterpenos e esteroides, os resultados foram
positivos para todas as amostras com exceg¢ao da fracdo cloroférmio nos ensaios
conduzidos para identificacdo de flavonoides que apresentou coloracdo amarela
fluorescente sob luz UV. Na triagem fitoquimica os resultados indicando presenca de
flavonoides foram observados nos extratos brutos, fracdo cloroférmio e fragdo acetato
de etila. Confirmando os achados na triagem fitoquimica quanto a pesquisa de taninos
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realizada com extrato aquoso, observou-se a banda verde no extrato bruto e na fragao
cloroférmio de folhas e caule.

Os resultados obtidos na CCD corroboram com aqueles obtidos na triagem
fitoquimica, no que tange a pesquisa de cumarinas e antraquinonas que apresentaram
resultados negativos em todas as fragdes analisadas tanto de folhas quanto de caule.

As semelhancas e diferengas observadas na pesquisa por CCD quando
comparadas com os resultados obtidos na triagem fitoquimica podem ser explicadas
possivelmente pelo método de extracdo, a utilizacdo de solventes de marcas e lotes
diferentes e o tempo de extracdo. Na triagem fitoquimica o método de extragao
utilizado foi extragao a 20% obtido por maceragéo a quente enquanto na CCD, os
testes foram realizados com os extratos obtidos pela extracdo em equipamento de
Soxhlet. Quando observadas as vantagens e desvantagens inerentes aos dois
métodos, as diferencas sao explicitas. Na maceragado, apesar de ser um método
simples, de facil execu¢ao, desempenha baixa eficiéncia na extragao, ao passo que
no método por Soxhlet, por ser um processo continuo, desempenha alta eficiéncia na
extracdo de compostos. Outro fator impactante € o tempo de extracdo, na maceracao
realizada na triagem fitoquimica o tempo foi consideravelmente menor em relagao ao
tempo de extracdo em Soxhlet. A eficiéncia do processo extrativo esta diretamente
relacionada ao tempo de extragdo, quanto maior for o periodo, maior sera a eficiéncia
da extragdo, uma vez que, o tempo é considerado ponto critico no método (Zhang;
Lin; Ye, 2018).

Zhang; Lin; Ye (2018) afirmam ainda que para separar compostos bioativos o
processo de extracdo € o primeiro passo a ser determinado e, portanto, de suma
importancia. Dentre os diversos métodos de extragcdo conhecidos, a exemplo:
destilagado, prensagem, sublimacgéo, a separagdo com o uso de solventes € o mais
utilizado nao sé porque é o mais eficiente quando se utiliza solventes de polaridade
proximo a polaridade do soluto, como também pode-se dimensionar seguranga, custo
e seletividade (Zhang; Lin; Ye, 2018). Corroborando com Zhang, Lin, Ye (2018),
Hayouni et al. (2007) afirmam que tanto os métodos de extragdo quanto os solventes
utilizados podem interferir no rendimento dos extratos a partir do método escolhido,
na seletividade da extragdo das moléculas de interesse e consequentemente nas
propriedades biolégicas que podem ser encontradas no extrato obtido (Hayouni et al.,

2007). Nos estudos conduzidos por Chisté; Benassi; Mercadante (2014), os autores
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afirmam que dependendo do solvente utilizado a pesquisa de compostos bioativos
pode ser direcionada.

Os resultados observados no screening por CCD coincidem com relatos de
compostos fitoquimicos evidenciados em outras espécies do género Monteverdia, a
exemplo, M. ilicifolia (Alberton; Falkenberg; 2002, Rocha, 2003; Vargas et al., 2020),
Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek (Facundo et al., 2015); Maytenus rigida
(Rocha, 2003; Estevam et al., 2009; Lima et al., 2010), Maytenus robusta (Krogh,
1996), Maytenus truncata (Fonseca et al., 2007).

Rocha (2003) evidenciou a presenga de flavonoides, triterpenos, esteroides
proantocianidinas, leucocianidinas nas folhas de M. ilicifoilia e M. rigida, e obteve
resultado negativo na pesquisa de taninos hidrolisaveis, saponinas e alcaloides,
iridoides (Rocha, 2003). Os resultados vém de encontro com os achados na CCD de
folhnas e caule de M. evonymoides quanto a pesquisa de flavonoides, triterpenos,
esteroides cumarinas e taninos. Apenas em relagdo a pesquisa de alcaloides o
resultado foi divergente.

Na investigagao preliminar de Maytenus robusta foi observada a presencga de
alcaloides, esteroides e flavonoides e resultado negativo na pesquisa de compostos
cumarinicos (Krogh, 1996). Os resultados corroboram com os achados do presente
estudo embora sejam espécies diferentes.

Os compostos bioativos séo os responsaveis pelas atividades bioldgicas (Yang
et al., 2018). A presenca desses bioativos bem como a quantidade esta relacionada
com a variagao em relagao ao tipo de solo, sazonalidade, condi¢des de cultivo, clima,
veiculo extrator (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

No género Monteverdia a presenga de compostos fendlicos, particularmente
flavonoides, glicosideos, terpenos, esteroides e alcaloides sdo descritos como os
possiveis responsaveis pelas atividades biologicas (Niero; Andrade; Cechinel Filho,
2011). Na literatura ha relatos de diversas atividades bioldgicas atribuidas aos
alcaloides, dentre tantas, destacam-se atividade antibacteriana (Ettefagh et al., 2011;
Yohannes et al., 2018), atividade antifungica (Cretton et al., 2016; Yohannes et al.,
2018), atividade antiviral (Bhambhani; Kondhare; Giri, 2021).

Os terpenos por sua vez, possuem relatos na literatura de atividade
antimicobacteriana (Kaemchantuek et al., 2017), anti-inflamatéria (Zhao et al., 2016;
Yan et al., 2021), atividade contra Alzheimer (Yilmaz; Boga; Topcu, 2016), agao
antiproliferativa (Xu et al., 2015). Assim como os terpenos, os flavonoides também
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apresentam diversas atividades bioldgicas, a exemplo de: atividade antifungica
(Souza-Moreira et al., 2019), antioxidante (Benteldjoune et al., 2021), capacidade
antimutagénica (Okuno; Marumoto; Miyazawa, 2019), acao hepatoprotetora (He et al.,
2019) e leishmanicida (Rocha et al., 2019).

Antunes et al, (2020) em seus estudos, comparou a composi¢cao quimica das
espécies M. ilicifolia Mart ex Reiss e M. aquifolium Mart em diferentes periodos ao
longo do ano e evidenciou a presencga de derivados da catequina, derivados de
kaempferol e quercetina (Antunes et al., 2020). Estes metabdlitos pertencem a classe
de flavonoides (grupo quimico que apresenta atividade antioxidante, anti-
inflamatdrias, antimutagénicas e anticarcinogénicas (Panche; Diwan; Chamdra,
2016).

Da mesma forma, os grupos quimicos que dao origem aos taninos também
apresentam atividades bioldgicas, como anti-inflamatéria (Ebrahim et al., 2022),
antioxidante (Karama¢, 2010), anti-hiperalgésico (Moreira et al., 2013)

hepatoprotetora (Sobeh et al., 2018), imuno-modulatéria (Kumari; Jain, 2012).

4.7 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

4.7.1 Fracionamento

A partir do fracionamento dos extratos bruto etandlico de folhas e caules foram
obtidas as fracées FHF, FCF, FAEF, FRF, FHC, FCC, FAEC e FRC. Os rendimentos
em gramas e em porcentagem sao demonstrados na TABELA 11.

Do mesmo modo foram obtidas as fracdes provenientes do estrato bruto
ceténico de folhas e caule de M. evonymoides denominadas: FHFC, FCFC, FAEFC,
FRFC, FHCC, FCCC, FAECC e FRCC. Os rendimentos em gramas e em
porcentagem também sdo demonstrados na TABELA 11.

O fracionamento dos extratos brutos em escala de polaridade é realizado para
auxiliar na identificagdo das classes de metabdlitos secundarios que podem
apresentar atividades nos testes biologicos. Além de facilitar a identificacdo, a
possibilidade de isolamento destes metabdlitos € muito maior desta forma, se

comparada as tentativas baseadas apenas no extrato bruto.
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ETANOLICO E CETONICO DAS FOLHAS E CAULE DE M. evonymoides

124

Fracao Caule Folhas
(9) (%) (9) (%)
Fracdo Hexano Etandlico 1,273 0,062 16,448 0,948
Fragéo Cloroférmio etanolico 5,569 0,273 72,674 4,188
Fragao Acetato Etila Etandlico 7,322 0,359 12,315 0,709
Fracdo Remanescente Etandlico 82,216 4,034 299,472 17,256
Fragdo Hexano Ceténico 4,679 0,616 21,065 2,496
Frac&o Cloroférmio Cetdnico 6,605 0,869 2,215 0,262
Fracdo Acetato Etila Ceténico 1,034 0,136 2,467 0,292
Fracdo Remanescente Cetdnico 6,117 0,805 1,739 0,206

FONTE: A autora (2021).
NOTA: *Rendimento calculado em relac&o ao total de planta seca (g).

Os resultados dos rendimentos das fragdes hidroalcéolicas (TABELA 11) foram
calculados baseados no total de material vegetal seco descontando a quantidade de
material seco reservado para as analises bioldgicas. Desta forma, calculou-se o
rendimento das fragdes hidroalcéolica a partir de 1735,41 g de folhas e 2037,80 g de
caule. Para os calculos do rendimento do extrato cetdnico foram consideradas os
pesos totais inicial de folhas e caules (843,90 g e 760 g respectivamente), uma vez
que néo foi necessario separar material para analises bioldgicas.

De acordo com as observacdes em relagao ao extrato hidroalcéolico a fracao
com maior rendimento foi a fragdo remanescente de folhas (FRF) com 17,256%,
seguida da fragdo remanescente de caule (FRC) com 4,034%, e a de menor
rendimento foi a fracdo hexano de caule (FHC) com 0,062%, seguida da fragao
cloroférmio caule (FCC) com 0,273%. Em relagdo ao extrato ceténico a fragao que
apresentou melhor rendimento foi a fragdo hexano ceténico (FHCF) com 2,496%,

seqguida da fragao cloroférmio de caule (FCCC) com 0,869%.

4.7.2 lIsolamento dos compostos de folhas de M. evonymoides

A partir da coluna cromatografica da Fracdo Cloroférmio de Folhas (FCF)
oriundos do extrato hidroalcéolico, foram recolhidos 226 frascos com eluato com
aproximadamente 12 mL que foram levados a secura em temperatura ambiente para

evaporagao do solvente e cristalizagdo dos compostos. Foi observado cristalizagao
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nos frascos de numero 06, 07 e 09, referente a faze movel hexano e acetato de etila.
Apos cristalizacdo os frascos foram reunidos tendo em vista o mesmo perfil
cromatografico identificados por analise em CCD. Apds a revelagdo com Vanilina
Sulfurica 1% observou-se presenga de coloragéo rosea apds aquecimento, sugerindo
a presenca de esteroides e triterpenos. Esta amostra foi denominada FCF02B. Em
seguida a amostra foi submetida ao teste de solubilidade, preparada e enviada para
analise de RMN "H e "*C para identificagdo da estrutura quimica.

Durante o processo de fracionamento da fragdo cloroformio folhas ceténico
(FCFC), formou-se um precipitado no fundo do baldao do Soxhlet, que foi chamado de
1EBCCL. Apods a finalizagdo do fracionamento e resfriamento do aparelho o
precipitado formado foi retirado com espatula e lavado com metanol, apds sucessivas
lavagens o recipiente contendo a amostra foi levado ao banho-maria a 60 ° C para
evaporagao do solvente. Apds a evaporacdo formou-se na parede do vidro um
precipitado de coloragao clara. Este foi submetido a Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) para determinagdo de grupos quimicos. Apos a revelagdo com
Vanilina Sulfurica 1% observou-se presenca de duas manchas de coloragao rosea
apods aquecimento, sugerindo a presenca de triterpenos. A partir disso, os precipitados
foram submetidos ao teste de solubilidade e em seguida enviado ao espectrometro de
RMN 1H e 13C para identificagao das estruturas quimicas. O mesmo ocorreu durante
o processo de fracionamento da fracao acetato de etila de folhas do extrato ceténico
(FAEFC), nesta etapa o precipitado foi chamado de 2EBCAE, assim como a amostra
1EBCCL, o precipitado foi enviado ao espectrometro de RMN 'H e 'C para

identificagéo da estrutura quimica.

4.7.3 Identificacao estrutural da substancia FCF02B

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) é um método
analitico usado para determinar a estrutura molecular e a composi¢cao quimica de uma
amostra. Dentre os nucleos que podem ser estudados por meio desta técnica, os mais
comuns sao os nucleos de 'H e "*C (Pavia et al., 2010; Silverstein; Webster, 2000).
Atua de forma a analisar a interagao dos nucleos em rotagcdo em um forte campo
magnético. A energia absorvida induz uma transigao nas rotagdes (spins) nucleares,

0 que é observado em um espectro de RMN (Pavia et al., 2010; Silverstein; Webster,
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2000). A técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, tanto de 'H
quanto de *C tem por finalidade indicar a disposi¢cao do esqueleto hidrocarbdnico, ou
seja, as diferentes situagées de ambientes quimicos dos atomos de hidrogénio e
carbono na estrutura (Pavia et al., 2010; Silverstein; Webster, 2000). Para auxiliar na
identificacdo dos compostos quimicos o espectro de RMN fornece informagdes que
quando analisadas em conjunto favorece a identificagdo estrutural, séo eles:
deslocamento quimico, acoplamento ou desdobramento. O deslocamento quimico &
uma medida (Hz) da distancia entre o sinal medido e o sinal de referéncia, no
deslocamento é possivel identificar os grupos funcionais; o acoplamento, também
chamado de desdobramento refere-se a um sinal de RMN "H no qual ele desdobra-se
em N+ 1, onde N é o numero de protons equivalentes ligados aos carbonos
adjacentes, ou seja, ocorre quando diferentes tipos de prétons estdo préximos entre
si, gerando picos em um mesmo sinal, dessa forma, sdo nomeados conforme a
quantidade de picos (singlete, dublete, triplete e podem ser identificados por meio da
analise da contante de acoplamento (J) (Pavia et al., 2010; Silverstein; Webster,
2000).

Associado ao RMN pode ser utilizado o DEPT (distortionless enhancement by
polarization transfer). Nesta técnica a amostra é irradiada com uma sequéncia
complexa de pulsos nos canais "*C e 'H. O resultado dessas sequéncias de pulsos
permite a visualizagdo de fases diferentes, de acordo com o numero de hidrogénios
ligados a cada carbono. Podem-se detectar essas diferencas, e é possivel
esquematizar os espectros produzidos em cada experimento (Pavia et al., 2010).
Existe o DEPT 45°, DEPT 90° e o mais utilizado DEPT 135°. No DEPT 45° é possivel
identificar os carbonos protonados; no DEPT 90° é possivel identificar o CH; No DEPT
135° é possivel identificar os CH e CHsacima do plano e CHzabaixo do plano (Pavia
et al., 2010).

Devido a regularidade nos deslocamentos quimicos das metilas angulares C18
e C19, particular dos esteroides, a técnica RMN permite a elucidacéo estrutural. E
possivel observar o hidrogénio carbindlico ligado ao C3, que apresenta um multiplete
nos esteroides, mais um duplo duplete em triterpenos devido a presencga das duas
metilas ligadas ao C4, além disso, identificar os diferentes hidrogénios e carbonos que
participam de duplas ligagdes com diferentes graus de substituicdo em distintas
posicbes da molécula através da determinagdo de constantes de acoplamento
(Queiroz, 2009).
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A identificacdo da substancia FCF02B foi realizada através do espectro obtido
por RMN (ressonancia magnética nuclear) de 'H (200,13MHz) representados nas
FIGURAS 27, 28 e 29.
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FONTE: A autora (2022).



FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN 'H (CDCI3, 200,13MHz) DA SUBTANCIA FCF02B COM
VALORES DE DESLOCAMENTO EXPANDIDO NA REGIAODEO0A 3,05
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 29 - ESPECTRO DE RMN "H (CDCI3, 200,13MHz) DA SUBTANCIA FCF02B COM
VALORES DE DESLOCAMENTO EXPANDIDO NA REGIAO DE 3,0 A 8,0 &
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Uma caracteristica intrinseca dos principais esteroides € apresentar 0 mesmo
nucleo basico proveniente da biossintese. O espectro de RMN tanto de 'H quanto de
3C apresenta sinais caracteristicos atribuidos ao carbono carbindlico (C3), as metilas
angulares e aos carbonos da dupla ligagdo em C5-C6 (Queiroz, 2009). No espectro
de RMN de 'H é observado um multipleto préximo a & 3,5 (este refere-se ao hidrogénio
ligado ao carbono carbindlico 3). Os sinais entre & 5,1 e & 5,3 sdo referentes as
ligacbes duplas e uma grande quantidade de sinais em campo alto devido a sua
cadeia hidrocarbonada. Estes sinais indicam a presenca do [-sitosterol (24a-
ethylcholesterol) (Abdelnur, 2006).

No espectro de 'H foi possivel observar ainda dois duplo dubletos, em & 5,05,
comJ =151 Hz e J = 8,1 Hz, referente ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico da
posicao 23;eem 6 5,11, com J = 15,4 Hz e J = 8,0 Hz, correspondente ao hidrogénio
ligado ao carbono olefinico da posicao 22 apontando a presencga do estigmasterol
(A22, 24a-ethylcholesterol).

Além dos espectros de "H, foram obtidos espectros de RMN de **C (50,32 MHz)
representados nas FIGURAS 30 e 31 e DEPT 135° (FIGURA 32).

FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN DE "*C (CDClI3, 50,32 MHz) DA SUBSTANCIA FCF02B

— S000(

140,707
138,386
129,060
126,995
121,689
117 668

— 4000(

— 2000(

[m] — 20001

— 1000(

PRm (t1)
[m,

FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 31 - ESPECTRO DE RMN DE **C (CDClIs, 50,32 MHz) DA SUBSTANCIA FCF02B

EXPANDIDO NA REGIAODEOA 708

FONTE: A autora (2022).
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No espectro de RMN **C (FIGURA 30 e 31) foi possivel observar um sinal em
071,79 referentes ao carbono carbindlico da posicédo 3; dois sinais em & 140,73 e &
121,7 correspondentes aos carbonos 5 e 6, respectivamente; e dois sinais em d 129,2
e 0 138,3 referentes aos carbonos 23 e 22, respectivamente. Estes sinais revelam a
presenca do Estigmasterol. Foi evidenciado os sinais & 29,7 e & 39,7 referentes aos
carbonos 23 e 22 respectivamente, referentes ao composto -sitosterol. Da mesma
forma, foi observado os sinais 6 26,2 e & 34,0 correspondentes aos carbonos 23 e 22
respectivamente, este sugerindo a presengca do Campesterol (24a-methylcholesterol)
(Abdelnur, 2006).

Os fitoestereoides apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes, o
que dificulta a sua separacéo, por esse motivo sdo encontrados em mistura. Os mais
comuns sdo B-sitosterol, campesterol e estigmasterol (Pinto et al., 1994). Na TABELA
12 estdo apresentados os deslocamentos quimicos da mistura de esteroides
identificados na amostra FCF02B, os quais possuem valores muito proximos da

literatura, tornando possivel a identificacéo.

TABELA 12 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (3) DE RMN '*C (50MHz, CDCI3) DOS ESTEROIDES
CAMPESTEROL, ESTIGMASTEROL E B-SITOSTEROL

(Continua)
Cc CAMPESTEROL ESTIGMATEROL B-SITOSTEROL
FCF02B Literatura FCF02B literatura FCF02B literatura

1 37,3 (CHz) 37,1 37,3 (CHz) 37,6 37,3 (CH2) 37,3
2 31,7 (CH2) 31,57 31,7 (CH2) 31,9 31,7 (CH2) 31,6
3 71,8 (CH) 71,69 71,8 (CH) 72,0 71,8 (CH) 71,8
4 42,3 (CH2) 42,25 42,3 (CH2) 42,5 42,3 (CH2) 42,3
5 140,8 (C) 140,76 140,8 (C) 140,8 140,8 (C) 140,8
6 121,7 (CH) 121,59 121,7 (CH) 121,8 121,7 (CH) 121,7
7 31,9 (CHz) 31,92 31,9 (CH2) 32,1 31,9 (CHz) 32,1
8 31,9 (CH) 31,92 31,9 (CH) 32,2 31,9 (CH) 32,1
9 50,2 (CH) 50,17 50,2 (CH) 50,5 50,2 (CH) 50,2
10 36,5 (C) 36,51 36,5 (C) 36,5 36,5 (C) 36,5
11 21,1 (CHz) 21,11 21,1 (CHz) 21,2 21,1 (CHz) 21,1
12 39,8 (CH2) 39,81 39,8 (CH2) 40,0 39,8 (CH2) 39,8
13 42,3 (C) 42,33 42,3 (C) 42,2 42,3 (C) 42,3
14 56,8 (CH) 56,79 56,8 (CH) 57,1 56,8 (CH) 56,8
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15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

24,3 (CH2)
28,2 (CH2)

56,1 (CH)
11,9 (CHa)
19,4 (CHs)
36,2 (CH)
19,1 (CHs)
34,0 (CHz2)
26,2 (CHz2)
45,9 (CH)
29,2 (CH)
18,8 (CH2)
19,1 (CHs)
23,1 (CHs)

24,32
28,26

56,11
11,87
19,40
36,17
18,82
33,95
26,13
45,85
29,18
19,84
19,07
23,09

24,3 (CH2)
28,2 (CH2)
56,1 (CH)
11,9 (CHs)
19,4 (CHs)
39,8 (CH)
21,1 (CHs)
138,3 (CH)
129,3 (CH)
51,2 (CH)
31,9 (CH)
19,0 (CHs)
19,0 (CHs)
26,2 (CH2)
12,0 (CHs)

24,5
28,9

56,3
12,2
19,5
40,4
21,4
138,3
129,7
51,5
32,2
21,2
19,2
25,4
12,2

24,3 (CH2)
28,2 (CH2)

56,1 (CH)
11,9 (CHs)
19,4 (CHa)
36,2 (CH)
18,8 (CHa)
31,9 (CH2)
29,7 (CH2)
39,7 (CH)
31,7 (CH)
21,1 (CHa)
19,8 (CHa)
18,8 (CH2)
12,2 (CHs)

(Conclusao)
24,3

28,3
56,1
12,0
19,1
36,2
18,8
34,0
26,2
45,2
29,2
18,9
19,1
23,1
11,9

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Queiroz (2009). CDCI3 (cloroférmio deuterado). Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal
do TMS como padréo interno.

estigmaterol e - sitosterol.

A FIGURA 33 ilustra a estrutura quimica dos esteroides campesterol,

FIGURA 33 — ESTRUTURA QUIMICA DE CAMPESTEROL, ESTIGMASTEROL E -

SITOSTEROL
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FONTE: A autora (2022).
NOTA: (1) Estigmasterol; (2) Campesterol; (3) B- Sitosterol.
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Os fitoesteredides campesterol (24a-methylcholesterol), estigmasterol (A22,
24a-ethylcholesterol) e  [B-sitosterol (24a-ethylcholesterol) sdo comumente
encontrados em plantas superiores (Kongduang; Wungsintaweekul; De-Eknamkul,
2008). Sao triterpenoides modificados contendo o sistema tetraciclico do
ciclopentanoperidrofenantreno (anéis A, B, C e D apresentados na FIGURA 34) e
seguem a orientagao trans, sendo A-B, B-C e C-D. Na maior parte das vezes
apresenta insaturacdo em C5. O nucleo esteroidal ostenta sete centros
estereogénicos, dos quais muitos estereoisdbmeros nédo sdo possiveis por conta das

limitagdes estéricas. Geralmente a hidroxila C3 é (3 orientada (Queiroz, 2009).

FIGURA 34 - ESTRUTURA BASICA DOS ESTEROIDES

26

FONTE: Adaptado de Queiroz (2009)

Sua formacido se da em decorréncia da derivagcdo do cicloartenol sem as
metilas no carbono 4 e carbono 14 (FIGURA 35).

FIGURA 35 — BIOSSINTESE DOS FITOESTEROIDES A PARTIR DO ESQUALENO
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FONTE: Adaptado de Queiroz (2009)
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A cadeia lateral e o padrao de ligacao do anel esteroide é o que diferencia os
fitoesteroides. A hidrogenagao dos fitosterodis forma fitosterois saturados, tais como o
campestanol e o sitostanol, denominados estandis (Martins et al., 2004). Os fitosterdis.
Tem um importante papel, no organismo humano, pois sao responsaveis pela
diminui¢ao da absorc¢ao de colesterol no intestino delgado. A semelhanga na estrutura
quimica com o colesterol, através de um mecanismo de competicdo permite o
aumento na excregao fecal do colesterol (Wu et al., 2014). Os fitosterdis saturados
atuam com maior eficiéncia na absorgao do colesterol do que os fitosterdis insaturados
como o B-sitosterol (Martins et al., 2004).

Estes fitoesterdides foram isolados em outras espécies do género a exemplo
de [B-sitosterol que foi isolado pela primeira vez na espécie Maytenus guianensis
Klotzsch ex Reissek (Facundo et al., 2015). O sitosterol também foi encontrado em M.
distichophylla assim como seu derivado glicosilado B-glucosil-B-sitosterol (Ferreira et
al., 2017). Valladéo et al. (2009) em seus estudos também identificou a substancia 3-
sitosterol na espécie M. salicifolia, entre outras substancias.

Ma et al. (2010), em seus estudos com microrganismos enddfitos residentes
em Maytenus hookeri buscou novos metabdlitos secundarios biologicamente ativos.
Dentre os nove compostos isolados os compostos ergosta-7,24(28)-dien-3-ol e
ergosta-4,6,8,22-tetraen-3-1 foram identificados pela primeira vez. Os microrganismos
enddfitos sdo bactérias ou fungos que vivem nos espacgos intercelulares dos tecidos
das plantas hospedeiras sem causar manifestacdo discernivel de doenca e séao
reconhecidos como importantes fontes de uma variedade de metabdlitos secundarios
estruturalmente novos e biologicamente ativos, incluindo terpenoides, esteroides,

alcaloides e derivados de isocumarina (Ma et al., 2010).

4.7.4 I|dentificagdo estrutural da substancia 1TEBCCL e 2EBCAE

A identificacdo da substancia 1TEBCCL foi realizada através do espectro obtido
por RMN (ressonancia magnética nuclear) de 'H (200,13MHz) representados nas
FIGURAS 36 e 37.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais referentes a grupos metilicos,
metilénicos e metinicos. Foi observado multipleto em & 2,32 atribuido ao hidrogénio a
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carbonilico H-2, sete simpletos em 6 0,72; 0,87; 0,95; 1,00; 1,05; 1,16; 1,25 atribuidos
aos hidrogénios metilicos dos carbonos C-24, C-25, C-29, C-30, C-26, C-27, C-28,
respectivamente, e um dupleto em 6 1,00 (J=6,6 Hz) atribuido aos hidrogénios da Me-
23 (metila secundaria). O espectro ainda apresentou sinais entre 1,25 a 1,76,
indicando a presenca exclusiva de hidrogénio ligado a carbono sp® na molécula, além
de um multipleto entre 2,20 a 2,45 indicando a presenga de trés hidrogénios a-

carbonilicos.

FIGURA 36 — ESPECTRO DE RMN 'H (CDClI3, 200,13MHz) DA SUBSTANCIA 1EBCCL
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 37 — ESPECTRO DE RMN 'H (CDCI3, 200,13MHz) DA SUBSTANCIA 1EBCCL COM
VALORES DE DESLOCAMENTO
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FONTE: A autora (2022).

A identificacdo da substancia 2EBCAE foi realizada através do espectro obtido
por RMN (ressonancia magnética nuclear) de 'H (200,13MHz) representados nas
FIGURA 38.

FIGURA 38 - ESPECTRO DE RMN 'H (CDCI3, 200,13MHz) DA SUBTANCIA 2EBCAE COM
VALORES DE DESLOCAMENTO
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FONTE: A autora (2022).
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Além dos espectros de "H, foram obtidos espectros de RMN de **C (50,32 MHz)
representados nas FIGURAS 39 e 40.

FIGURA 39 - ESPECTRO DE RMN DE *C (CDCI3, 50,32 MHz) DA SUBSTANCIA 1EBCCL
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 40 - ESPECTRO DE RMN DE *C (CDCIs, 50 MHz) DA SUBSTANCIA 1EBCCL EXPANDIDO
NA REGIAO DE 14,65 A 72,75
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FONTE: A autora (2022).
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A FIGURA 41 mostra o espectro de RMN de "C (50,32 MHz) com os
respectivos deslocamentos da amostra 2EBCAE. Ao se comparar os espectros de
RMN de 'H e de *C, bem como os deslocamentos de 1EBCCL e 2EBCAE é possivel

observar que se trata do mesmo composto quimico.

FIGURA 41 - ESPECTRO DE RMN DE **C (CDClI3, 50,32 MHz) DA SUBSTANCIA ZEESCAE
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FONTE: A autora (2022).

ppm{t1}

A partir do RMN "*C e DEPT 135° (FIGURA 42) foi possivel identificar na regido
inferior a & 70 concentrada presenca de carbonos sp?, dentre eles identificou-se oito
carbonos primarios (CHs), onze carbonos secundarios (CH:2), quatro carbonos
terciarios (CH), e sete carbonos quaternarios. Destaca-se ainda a presencga de sinal
em 0 213,28 referente ao carbono carbonilico. A presenga de sinal em & 6,84 atribuido
a um grupo metilico bastante protegido pelo efeito gama da carbonila em C-2,
somados aos 28 carbonos restantes por comparagao com a literatura corroboram a
atribuicdo da estrutura quimica da friedelina (Mahato; Jundi, 1994; Carvalho et al.,
1998).

A presenga do sinal & 72,75 indica um carbono carbonilico e a presenga de
sinal em & 11,6 é atribuido a um grupo metilico bastante protegido pelo efeito gama
da carbonila em C-2, somados aos 28 carbonos restantes por comparagédo com a
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literatura indicam o esqueleto do friedelinol (Mahato; Jundi, 1994; Carvalho et al.,

1998).

FIGURA 42 - ESPECTRO DE RMN DEPT DA SUBSTANCIA 1EBCCL EXPANDIDO NA REGIAO
ENTRE 6,8 A 61,34
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FONTE: A autora (2022).

&

A amostra encontra-se em mistura e a identificagao dos compostos associados

com dados da literatura (Aragao et al.,1990) apresentados na TABELA 13, corroboram

com as substancias quimicas friedelina e friedelinol, estruturas quimicas pertencentes

aos triterpenos pentaciclicos da série friedelano.

TABELA 13 — VALORES DE DESLOCAMENTOS QUIMICOS (3) DE RMN "*C /DEPT PARA 1EBCCL
E DADOS DA LITERATURA PARA FRIDELINA E FRIEDELINOL

(Continua)
CARBONO FRIEDELINA FRIEDELINOL
1EBCCL literatura 1EBCCL literatura
1 22,4 21,9 15,5 15,5
2 39,6 41,0 32,0 32,0
3 213,28 214,5 72,75 72,1
4 58,22 57,7 49,15 48,9
5 41,5 41,7 37,8 37,6
6 39,6 40,8 41,2 41,5
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(concluséo)
7 18,6 18,2 17,7 17,8
8 53,18 52,9 53,18 52,9
9 37,0 37,0 32,7 33,4
10 59,47 59,1 61,33 61,1
11 36,0 35,6 35,6 35,2
12 30,0 30,1 29,7 29,8
13 37,4 37,4 37,4 38,0
14 39,2 39,3 39,2 39,3
15 32,3 32,4 32,3 30,5
16 35,3 35,2 35,6 35,7
17 29,5 29,6 29,8 30,1
18 42,8 42,4 41,7 42,5
19 35,1 34,9 35,1 35,0
20 28,7 27,7 30,6 30,3
21 32,0 32,0 32,0 32,5
22 38,3 38,8 37,8 38,9
23 6,84 6,0 11.6 11,3
24 14,1 14,20 16,4 16,1
25 17,9 17,50 17,9 17,9
26 18,6 18,20 18,6 18,3
27 20,2 19,8 20,1 19,7
28 31,6 31,60 31,7 31,7
29 35,0 34,50 35,0 34,7
30 30,5 31,30 30,5 31,4

FONTE: A autora (2022).
NOTA: Dados da literatura (Aragéo et al., 1990).

A FIGURA 43 ilustra a estrutura quimica da friedelina e friedelinol. A friedelina
ja foi isolada anteriormente em algumas espécies do Género Monteverdia, a exemplo
de M. salicifolia (VALLADAO et al., 2009), Maytenus erythroxylon (Figueiredo, 2019),
Maytenus distichophylla (Duarte, 2013; Ferreira et al., 2017), Maytenus gonoclada
(Silva et al., 2011, 2013), M. guianensis (Facundo et al., 2015).
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FIGURA 43 — ESTRUTURA QUIMICA DA FRIEDELINA E DO FRIEDELINOL

FRIEDELINA FRIEDELINOL

FONTE: A autora (2022).

Monteverdia € conhecida pela grande diversidade de triterpenos do tipo
friedelano e lupano presentes tantos nas folhas como nas raizes deste género. Os
triterpenos friedelanos apresentam uma grande variedade de estruturas, seu
esqueleto basico é derivado do acido oleandlico no qual ocorre deslocamento das
metilas para as posi¢des C-4, C-5, C-9, C-14 e duas metilas geminadas em C-17
(Huang et al., 2021). A literatura relata que os triterpenos friedelanos friedelan-3-ona,
1a,29-dihidroxifriedelan-3-ona apresentam atividade antimicrobiana e o friedelano
3,15-dioxo-21a-hidroxifriedelano isolado de M. robusta combateu ulceras induzidas
em camundongos (Sousa et al., 2017; Veloso et al., 2017).

Figueiredo (2019) isolou as substancias 3B-hidroxi-friedelano; acido-3,4 seco-
friedelano-3-06ico, entre outras e ainda isolou uma nova estrutura quimica: 29-
norlupan-3,20-diona da espécie Maytenus erythroxylon (Figueiredo, 2019). Duarte
(2013), assim como Figueiredo (2019) também isolou a estrutura 33- hidroxi-friedelano
(3B-friedelinol) e ainda isolou constituinte quimico novo: a maytensifolona, porém
estes, da espécie Maytenus distichophylla (Duarte, 2013). Da mesma forma, Ferreira
et al. (2017) em seus estudos isolou e identificou compostos pertencentes a classe
friedelano de folhas de M. distichophylla: 3-oxofriedelane, 3-hydroxyfriedelane, 3,24-
dihydroxyfriedelane e 3-oxo- 28,29-diidroxifriedelano (Ferreira et al., 2017).

Silva et al. (2011) isolou 5 compostos conhecidos: 3-oxofriedelano, 3[-

hidroxifriedelano, 3-0xo0-12a-hidroxifriedelano, 3,11-dioxofriedelano, 3,16-
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dioxofriedelano; e uma estrutura quimica nova: a 3-oxo-12a,29-diidroxifriedelano, da
espécie Maytenus gonoclada (Silva et al., 2011).

Silva et al. (2013) a partir das partes aéreas de M. gonoclada, em seus estudos
identificou sete compostos da série friedelana: 3-oxofriedelana, 3c-hidroxifriedelana,
3,11-dioxofriedelana, 3,16-dioxofriedelana, 3-oxo-12b-hidroxifriedelana, 3-oxo-28-
hidroxifriedelano e 3-oxo-29-hidroxifriedelano (Silva et al., 2013).

Valladéo et al. (2009) em seus estudos com M. salicifolia também identificou a
presenca de friedelin, 3B-friedelanol, 3a-friedelanol, além de outros compostos, em
quatro coletas distintas, em periodos diferentes do ano, sugerindo dessa forma que a
presenca desses constituintes sdo semelhantes nas populacdes (Valladao et al.,
2009).

Duarte (2013) por sua vez, isolou sete triterpenos pertencentes a série
friedelanica a partir das folhas de Maytenus distichophylla, sendo seis conhecidos na
literatura, 3B-hidroxifriedelano, 3-oxo-friedelano, 3-oxo-12a- hidroxifriedelano, 3-oxo-
29-hidroxifriedelano, 3-oxo-30B-hidroxifriedelano, 3, 12-oxo- friedelano e um relatado
pela primeira vez, o 6B3,12a-dihidroxi- friedelan-1en-3,16,2,1-triona (Duarte, 2013).

A investigacao fitoquimica realizada com as cascas do caule de M. guianensis
levou ao isolamento e identificagdo de nove triterpenos, dentre os quais quatro
pertencem a classe dos friedelanos: friedelina, friedelinol, 16B-hidroxyfriedelina e 29-
hidroxifriedelina (Facundo et al., 2015). No estudo conduzido por Sousa (2016), com
folhas e galhos de M. Robusta, o composto friedelina também estava presente (Souza,
2016). Amostras de M. ilicifoilia coletadas em diferentes localidades e periodos do ano
no estudo conduzido Mossi et al. (2010) evidenciou a presengca de friedelina e
friedelinol, além de outros compostos (Mossi et al., 2010) corroborando com os

achados do presente estudo.

4.8 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS,
FLAVONOIDES E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A quantificagao de fendlicos totais e flavonoides foram calculadas por meio de
equacgdes de regressdo linear e expressos em mg equivalente de acido galico
(mg.EAG/100mg) e mg equivalente de catequina (mg.CE/100mg) respectivamente e

estao representados na TABELA 14.
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TABELA 14 - TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS E
FRACOES DE FOLHAS E CAULE DE M. evonymoides A PARTIR DA CURVA DE EAG E CE.

Amostras TPC TFC
(mg.EAG/100mg) (mg. CE/100mg)
EBF 653,40+13,09% 65,29+0,5224
FHF 301,84+7,25* 60,21+0,742 22
FCF 400,32+5,57%2 60,58+0,64 2 22 2
FAEF 601,20+11,4434 61,62+0,16 22 2
FRF 387,48+8,66%2 58,79+0,21
EBC 935,58+9,74% 67,98+0,75%
FHC 506,72+11,27% 60,67+0,67 21 22 2
FCC 933,87+11,28% 62,46+0,62 2
FAEC 1553,16+8,28%° 68,00+1,22%5
FRC 645,25+27,84%4 61,51+0,53 @2 2

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Resultados de teor de compostos fendlicos, teor de flavonoides expressos em: TPC: Teor de
compostos fendlicos (mg.EAG/100mg); TFC: Teor de flavonoides (mg.CE/100mg); EBF: Extrato Bruto
Folhas; FHF: Fragao Hexano Folhas; FCF: Fragao Cloroférmico Folhas; FAEF: Fragdo Acetato de
Etila Folhas; FRF: Fracdo Residual Folhas; EBC: Extrato Bruto Caule; FHC: Fragdo Hexano Caule;
FCC: Fragao Cloroférmico Caule; FAEC: Fracao Acetato de Etila Caule; FRC: Fragao Residual Caule;
GAE: acido galico equivalente; CE: catequina equivalente; Resultados expressos em média aritmética
e + Desvio padréo. Letras e nimeros iguais ha mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si a
nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA post-hoc de Tukey.

Chew et al. (2011) realizou um estudo com extrato fresco de diversas espécies
de plantas medicinais e propds uma classificacao para quantificacao de fendis totais.
Consideram-se altas as concentragdes de fendis acima de 50 mg.EAG/g e média-alta
de 50-30 mg.EAG/g, média-baixa 30-10 mg.EAG/g e baixo <10 mg.EAG/g (Chew et
al., 2011). De acordo com a classificagao proposta por Chew et al. (2011) e realizando
as devidas conversdes de unidades, pode-se constatar que dentre todas as amostras
testadas a FAEC apresentou a maior concentragao de fendlicos totais (1553,16 £ 8,28
mg EAG/100mg), seguida da EBC e FCC (935,58 + 9,74 e 933,87 + 11,28 mg
EAG/100mg), respectivamente. Na quantificacdo de flavonoides, a FAEC também
apresentou a maior quantidade de flavonoides (68,00 + 1,22 mg.CE/100mg), seguida
do EBC (67,98 £ 0,75 mg.CE/100mg). Os resultados observados de compostos
fendlicos e flavonoides apresentaram atividade alta, quando comparados aos padroes
acido galico e catequina respectivamente seguindo a classificagdo proposta por Chew
et. al. (2011). Apresentou quantidade superior aos resultados encontrados por Soto-

Maldonado et al. (2022) que na quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides
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conduzida com extrato etandlico de folhas de M. boaria, os autores relataram 0,021
mg.EAG/g e 0,024 mg.EQ/g respectivamente (Soto-Maldonado et al., 2022).

Yariwake et al. (2005) comparou o teor de fendlicos e flavonoides totais de M.
ilicifolia de acordo com a variabilidade sazonal da espécie e observou que as amostras
variaram entre 21,96 £ 0,28 e 45,92 + 3,14 mg equivalente de acido tanico/g para
fendlicos totais e variaram entre 1,35 + 0,04 e 3,86 + 0,03 em umol de flavonoides por
g de folha seca pelo método de CLAE, indicando que o periodo de coleta da amostra
influencia na quantidade de compostos fendlicos (Yariwake et al., 2005).

Nos estudos conduzidos com folhas de M. aquifolium, M. ilicifolia, M. dasyclada
no qual os resultados foram 24 + 0,96, 50 + 142 e 22 +* 1,03 mg EAG/qg,
respectivamente (Cansian et al., 2015), observa-se que a concentragdo encontrada
no presente estudo foi superior. Embora essas espécies fagam parte do mesmo
género, vale ressaltar que o confronto dos resultados encontrados no presente estudo
se torna dificil, em virtude dos diferentes métodos de extragdo, parte da planta
doseada, além de diferentes formas de expressao dos resultados. A despeito dessas
diferencgas, verifica-se que folhas e caules de M. evonymoides apresenta potencial
antioxidante e séo capazes de interagir e inibir ou retardar o inicio ou propagacao de
reacoes provocadas pelos radicais livres uma vez que as plantas sao fonte natural de
compostos antioxidantes.

Dentre os compostos que fazem parte do metabolismo secundario, os
compostos fendlicos sdo 0os que mais ocorrem no reino vegetal. Fazem parte deste
grupo acidos fendlicos (derivados do &acido benzoico e cinamico), cumarinas,
estilbenos, fenois simples, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas
e ligninas. Quanto as suas fungdes, destacam-se: atragdo de polinizadores,
contribuigdo na pigmentacao, protecao contra raios UV, agao antioxidante, entre
outros (Blainski; Lopes; Mello, 2013). A acado antioxidante dos compostos fendlicos
esta relacionada ao poder de oxidorredugdo, atuam, dessa forma, como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, inibidores de enzimas e ainda podem eliminar
radicais livres (Gawlik-Dziki et al., 2013).

Com relagdo as metodologias para quantificagcdo desses compostos em
material vegetal destacam-se o método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu (Souza;
Vieira; Putti, 2018). Este reagente €& composto por uma mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico que, quando em contato com agentes redutores (a

exemplo dos compostos fendlicos) em meio basico, se oxidam formando complexos
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de molibdénio e tungsténio, estes resultam em coloragao azul, logo, a concentragao
das substancias redutoras pode ser determinada em espectrofotometro UV/VIS.
Quanto mais intensa a coloragao, maior o conteudo de fendlicos nos extratos e/ou
fracao testada (Singleton; Rossi Jr., 1965).

Assim como os compostos fendlicos, os flavonoides sdo amplamente
difundidos no reino vegetal, predominantemente nas angiospermas, sendo
encontrados em frutas, flores, alimentos, folhas (Simbes et al., 2017). Se originam a
partir de aminoacidos aromaticos fenilamina, tirosina e unidades de acetato. Por meio
de reagdes quimicas a fenilalanina e a tirosina sucedem ao acido cinamico e o acido
parahidroxicinamico que se condensa com a unidade de acetato originando assim a
estrutura cinamol dos flavonoides. Em seguida sdo formados os derivados glicosilados
e sulfatados (Simdes et al., 2017).

A quantificacdo de flavonoides totais embasa-se na formacdo de um anel
estavel contendo seis membros do atomo de aluminio, oriundo do reagente AlCIs com
o flavonoide. Sua identificacdo no UV/VIS é possivel porque a formagao do complexo
entre o flavonoide e o aluminio se da em comprimento de onda maior. Dessa forma,
€ possivel identificar os flavonoides totais sem a interferéncia de outras substancias
fendlicas presentes na amostra (Woisky; Salatino, 1998).

A composicao total de compostos fendlicos e flavonoides esta relacionada a
capacidade da amostra de doar elétrons ou capturar os radicais livres, portanto, pode-
se dizer que quanto maior for a quantidade de fendlicos e flavonoides na amostra,
maior sera a sua capacidade antioxidante (Silva et al., 2016; Pires; Torres; Santos,
2017). A estrutura quimica dos compostos fendlicos e dos flavonoides favorecem essa
troca, uma vez que, sdo compostos por um ou mais anéis aromaticos, geralmente
possuem varios grupos hidroxilas, formando radicais fenoxila que sdo estabilizados
por ressonancia (Dudonné et al., 2009).

A avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos e fragcdes de M.
evonymoides foi determinada por meio dos testes ABTS-+, DPPHs e FRAP. Os
resultados estao apresentados na TABELA 15. Na avaliagédo do poder antioxidante
presentes nas amostras em todos os testes realizados os resultados estdo expressos
em pmol equivalentes de trolox (umol. TE/100mg). Vale ressaltar que se faz necessario
mais de uma metodologia para apontar a atividade antioxidante de um composto
(Oliveira, 2015; Silva et al., 2018).
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TABELA 15 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E FRACOES DE FOLHAS E CAULE
DE M. evonymoides A PARTIR DA CURVA DE TE.

Amostras ABTS DPPH- FRAP
(umol.TE/100mg) (Mmol.TE/100mg) (umol.TE/100mg)
EBF 4065,08+9,08%° 1886,18+6,57%° 6250,41%£61,90%°
FHF 1573,19+7,00* 1043,40+0,68*" 1264,01165,31*
FCF 2515,13+14,38%2 1146,05+11,3122 2682,54+43,08%
FAEF 2492,22+8,962 1119,99+£15,9122 5983,52+36,64°
FRF 3384,85+36,19% 1216,04+17,43% 3099,22+32,643
EBC 3220,65+50,322= 24 1521,26+11,2134 8033,00+24,002"
FHC 2285,31+45,47%2 1193,97+3,38% 1813,39+30,63%2
FCC 3181,64+37,33%:24 2433,55+31,84% 4041,23166,74%
FAEC 6372,03+57,13% 2859,08+24,63%" 6097,87+34,63%°
FRC 3112,32+51,58% 1496,3416,46 1495,66+36,35%1%2

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Capacidade antioxidante expressos em: ABTS (umol.TE/100mg); DPPHe (umol.TE/100mg);
FRAP (umol.TE/100mg). EBF: Extrato Bruto Folhas; FHF: Fragdo Hexano Folhas; FCF: Fragao
Cloroformico Folhas; FAEF: Fragdo Acetato de Etila Folhas; FRF: Fracdo Residual Folhas; EBC:
Extrato Bruto Caule; FHC: Fragdo Hexano Caule; FCC: Fragéo Cloroférmico Caule; FAEC: Fragao
Acetato de Etila Caule; FRC: Fracdo Residual Caule; TE: trolox equivalente. Resultados expressos
em média aritmética e + Desvio padréo. Letras e nimeros iguais ha mesma coluna, n&o diferem
estatisticamente entre si a nivel de 5% de significdncia pelo teste ANOVA post-hoc de Tukey.

Os resultados da atividade antioxidante conforme a metodologia aplicada pode
ser expressa em quantidade equivalente do padrao testado na amostra, a exemplo,
Mmol. TE/g, em termos de ICso (que expressa a quantidade necessaria de amostra
para reduzir em 50% a concentragao inicial do agente doador/redutor) e ainda ser
expresso em percentagem de inibigao (Vellosa et al., 2006; Pessuto et al., 2009; Negri;
Possamai; Nakashima, 2009; Silva et al., 2009; Lima; Vargas; Pohlit, 2010; Magalhaes
et al.,, 2011; Cansian et al., 2015). Quando o resultado é expresso em quantidade
equivalente do padrao testado na amostra, quanto maior for o resultado encontrado,
maior sera o potencial antioxidante observado. Quando o resultado € expresso em
ICs0, quanto menor for o resultado encontrado, significa que maior capacidade
antioxidante tem a amostra. Quando o resultado € expresso em percentagem de
inibicdo, quanto mais proximo de 100% maior sera a capacidade antioxidante da
amostra.

No ensaio de captura do ABTS+-, a FAEC (6372,03 + 57,13 umol.TE/100mg)

apresentou o melhor resultado entre as fragbes, seguido da EBF (4065,08 + 9,08
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pumol. TE/100mg). A FRF, EBC e FCC (3384,85 + 36,19, 3220,65 + 50,32 e 3181,65 +
37,33 pmol.TE/100mg) foram estatisticamente equivalentes. Outras espécies do
género Monteverdia também foram avaliadas quanto ao potencial antioxidante pelo
método ABTS-+, dentre elas, destacam-se M. dasyclada. e M. cassineformis
(Schwanz, 2012), M. ilicifolia (Vellosa et al., 2006), M. guyanensis (Lima; Vargas;
Pohlit, 2010), Maytenus pedunculari, Maytenus procumbens, Maytenus senegalensis,
Maytenus undata (Ahmed; Mcgaw; Eloff, 2013), Maytenus royleanus (Shabbir; Khan;
Saeed, 2013).

No ensaio ABTS-+, conduzido com extrato etandlico bruto das raizes de M.
ilicifolia, os autores observaram ICsode 2,0 + 0,07, valor superior ao controle utilizado
Trolox que apresentou ICso 0,7 + 0,04, evidenciando importante capacidade
antioxidante, atribuida aos constituintes polifendis e flavonoides presentes na espécie
(Vellosa et al., 2006). Lima; Vargas; Pohlit, (2010) conduziram o estudo com extrato
etandlico da casca de M. guyanensis e observou ICs0 28,4 + 0,7, além de outros testes
antioxidantes, sugerindo que o extrato pode ter aplica¢gdes potenciais em disfungdes
oxidativas.

No ensaio DPPH- o resultado mais expressivo foi observado no FAEC (2859,55
1 24,63 umol. TE/100mg), demonstrando potencial antioxidante significativo, seguido
da FCC e EBF (2433,55 + 31,84; 1886,18+ 6,57 ymol. TE/100mg). O EBC, FRC e FRF
(1521,26 + 11,21; 1496,34 + 6,46; 1216,04 * 17,43 umol.TE/100mg) foram
estatisticamente equivalentes. Os resultados corroboram com o resultado encontrado
na quantificagdo de compostos fendlicos totais e flavonoides.

Pessuto et al. (2009) em seus estudos quantificou fendlicos totais em folhas de
M. ilicifolia, comparando extrato bruto, fragdo aquosa e fracdo acetato de etila,
correlacionando os resultados de fenois totais com a atividade antioxidante. Para
tanto, os autores calcularam o ICso pelo método DPPH- e observaram que a
capacidade antioxidante foi diretamente proporcional ao teor de polifendis totais
(Pessuto et al., 2009). Nos estudos conduzidos por Negri; Possamai; Nakashima,
(2009), com a mesma espécie, os autores realizaram a secagem das amostras em
diferentes temperaturas e posteriormente quantificaram o ICso pelo método DPPH-.
Os resultados observados foram 4,02 pg/mL a temperatura de 40 °C a 7,07 pg/mL a
80 °C (Negri; Possamai; Nakashima, 2009). No estudo conduzido por De Paula et al.,
(2023), os autores observaram ICso 14,51 ug/mL na fracdo acetato de etila pelo
método DPPH- (De Paula et al., 2023).



148

Cansian et al. (2015) comparou a atividade antioxidante de trés espécies, M.
dasyclata, M. aquifolium e M. ilicifolia calculando o ICso pelo método DPPH- no qual
observou resultados inversamente proporcionais da atividade sequestrante do radical
com a quantificagdo de compostos fendlicos. Quando aplicado o método de Pearson,
os autores observaram boa regressao linear (correlagdo de Pearson de -0,932),
sugerindo a importancia dos compostos fendlicos presentes no género, corroborando
com Pessuto et al. (2009).

M. imbricata é outra representante do género que apresenta atividade
antioxidante. Os autores particionaram o extrato com diferentes solventes e
observaram que a fragédo acetato de etila na concentragéo de 0,3 mg/mL inibiu 68,15%
do radical livre DPPH- (Silva et al., 2009). Da mesma forma, Magalhaes et al. (2011)
realizou o teste DPPH- com extratos obtidos de folhas de M. salicifolia utilizando
diferentes solventes (hexano, acetato de etila, butanol e metanol) e observou a
inibicao de 90% do DPPH- quando utilizado 0,1mg/mL de extrato em acetato de etila
(Magalhdes et al., 2011). No estudo conduzido com extrato etandlico de cascas de M.
guyanensis, os autores relataram ICso 8,2 + 0,2 no teste DPPH-, indicando potencial
antioxidante significativo (Lima; Vargas; Pohlit, 2010).

No ensaio FRAP o EBC apresentou atividade antioxidante significativa
(8033,00 + 24,00) seguida dos EBF, FAEC e FAEF que apresentaram capacidade
antioxidante promissora (6250,41 + 61,90; 6097,87 + 34,63; 5983,52 + 36,64
pmol. TE/100mg). Dentre as amostras que apresentaram resultados inferiores estéo
FHF, seguida de FRC (1264,01 + 65,31 e 1495,66 + 36,35 ymol. TE/100mg).

De Paula et al. (2023) verificou a capacidade antioxidante de M. ilicifolia por
meio dos ensaios DPPH- e FRAP. No ensaio FRAP, os autores expressaram os
resultados em mM Equivalente de extrato Trolox/g. Neste ensaio, a variancia de
absorbancia encontrada foi linearmente proporcional a concentragao de antioxidante.
O ensaio FRAP apresentou resultados variando de 0,77 a 5,40 mM Trolox/g de
extrato, no qual a fracdo acetato de etila (EAF2 e EAF4) apresentaram resultado
promissor (5,40 e 5,15 mM Trolox/g) (De Paula et al., 2023).

Outro estudo conduzido com diferentes espécies da familia Celastraceae foram
testadas para determinar a capacidade antioxidante usando o ensaio FRAP, dentre
elas, Maytenus pyria que apresentou 190 + 0,87 uM trolox/g no extrato (Soobrattee et

al., 2008). Este resultado corrobora com o resultado encontrado no presente estudo.
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Soto-Maldonado et al. (2022) realizou os testes antioxidantes DPPH- com M.
boaria por meio do calculo ICso e observou que a solugdo metandlica acidificada
apresentou o melhor resultado, enquanto no teste FRAP o melhor resultado foi
observado no extrato aquoso e no teste ORAC ndo identificou diferenca significativa
entre extrato aquoso e extrato etandlico. Os autores atribuiram as diferencas nos
resultados observados aos métodos de extracao realizados, além das metodologias

de quantificagao.
A FIGURA 44 traz a representagao grafica dos resultados testemunhados no

presente estudo.

FIGURA 44 - TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E FRAGCOES DE FOLHAS E CAULE DE Monteverdia
evonymoides A PARTIR DA CURVA DE GAE, CEE TE
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FONTE: A autora (2022).

NOTA: Resultados de teor de compostos fendlicos, teor de flavonoides e capacidade antioxidante
expressos em: TPC: Teor de compostos fendlicos (mg.EAG/100mg); TFC: Teor de flavonoides
(mg.CE/100mg); ABTS (umol.TE/100mg); DPPHe (umol.TE/100mg); FRAP (umol. TE/100mg). EBF:
Extrato Bruto Folhas; FHF: Fragdo Hexano Folhas; FCF: Fragao Cloroférmico Folhas; FAEF: Fragédo
Acetato de Etila Folhas; FRF: Fragdo Residual Folhas; EBC: Extrato Bruto Caule; FHC: Fracao
Hexano Caule; FCC: Fragao Cloroférmico Caule; FAEC: Fragado Acetato de Etila Caule; FRC: Fragéo
Residual Caule; GAE: acido galico equivalente; CE: catequina equivalente; TE: trolox equivalente.
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padréo. Letras iguais na mesma coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si a nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA post-hoc de
Tukey.*: a1 a2 a3.
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Os ensaios de captura do ABTS-+ (2,2’-Azino-bis (3-Etilbenzotiazolin) 6-Acido
Sulfénico) e DPPHe« (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazila) sdo amplamente utilizados para
avaliagao do potencial antioxidante de produtos naturais. Sdo métodos baseados no
sequestro de radicais livres por uma substancia doadora de proton, sua quantificacédo
se da de forma indireta (Lins Neto et al., 2016). Requerem equipamentos
relativamente padronizados e fornecem resultados rapidos e reprodutiveis. Além
disso, o ensaio ABTS-+ € particularmente interessante em extratos vegetais porque a
absorcao do comprimento de onda em 734 nm elimina a interferéncia de cor (Dudonné
et al., 2009). O FRAP (Ferric Reducing Anti-oxidant Power;) por sua vez, mede a
capacidade antioxidante de forma direta, neste teste é possivel determinar quanto o
ferro foi reduzido pela amostra (Halvorsen et al., 2002). Logo, os trés testes séo
empregados no screening de compostos quimicos sintéticos e produtos naturais,
tornando-se importante como teste preliminar para a determinacdo do potencial
antioxidante de um extrato e/ou fragao, ou ainda substancia pura.

Os dados foram submetidos a analise de correlagdo de Pearson, cujo os dados

sao apresentados na TABELA 16.

TABELA 16 - ANALISE DE CORRELAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES, ABTS,
DPPH+ E FRAP PELO METODO DE PEARSON

TESTE TPC TFC ABTS DPPHe FRAP
TPC 0,83 0,84 0,90 0,61
TFC 0,83 0,69 0,67 0,82

ABTS 0,84 0,61 0,84 0,53

DPPHe 0,90 0,80 0,84 0,43

FRAP 0,61 0,79 0,53 0,43

FONTE: A autora (2022).

NOTA: TPC: Teor de compostos fendlicos; TFC: Teor de flavonoides, Testes antioxidante: ABTS,
DPPH- e FRAP. Coeficientes (r) em: muito fraco (0,0 — 0,2), fraco (0,2 — 0,4), moderado (0,4 — 0,7),
forte (0,7 — 0,9) e muito forte (0,9 — 1,0).

De acordo com a classificacdo observou-se correlacdo forte entre o ensaio
ABTS+-, DPPH- e teor de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides. Da mesma
forma entre FRAP e flavonoides totais. A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos esta relacionada a sua estrutura. Além de apresentar um ou mais anéis
aromaticos, o numero de hidroxilas nos compostos e a estéreoquimica: compostos
com 2R, 3R exibem uma maior atividade do que aqueles com 2R, 3S, portanto tem
facilidade de eliminar radicais livres, formando radicais fenoxila estabilizados por

ressonancia (Dudonné et al., 2009; Pessuto et al., 2009). Percebe-se com esses
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resultados a relagao entre a quantidade de compostos fendlicos e sua capacidade de
oxirredugao férrica e eliminagdo de radicais livres. Isto posto, a presengca de
compostos fendlicos nos extratos vegetais contribui significativamente para o seu
potencial antioxidante (Dudonné et al., 2009).

Os trés métodos revelaram que a FAEC, apresentou maior quantidade de
compostos fendlicos totais e flavonoides, bem como capacidade antioxidante
significativamente melhor quando comparada com as outras amostras analisadas,
seguida dos extratos brutos de caule e folhas. Os flavonoides sdo amplamente
encontrados na fragao acetato de etila (Falkenberg, 2004). A presenca de ligagdes
duplas e grupamento hidroxila na estrutura quimica dos compostos fendlicos e
flavonoides sao responsaveis pela neutralizacéo de radicais livres por meio da doagao
de hidrogénio ou protons (Pateiro et al., 2018).

Os resultados evidenciados tanto na quantificacao de fendlicos e flavonoides,
guanto na avaligao de antioxidantes estdo de acordo com o encontrado na prospecgao
fitoquimica. Dessa forma, a capacidade antioxidante observada nos ensaios
realizados pode estar relacionada a esta classe de substancias. Além do mais, sabe-
se que diversas doencgas de origem inflamatdria e degenerativas sao atribuidas ao
estresse oxidativo, portanto, conhecer a capacidade de inibir ou prevenir danos
oxidativos pode auxiliar na escolha de testes in vivo e direcionar a pesquisa.

4.9 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.9.1 Avaliagao da Toxicidade Frente a Artemia franciscana

O bioensaio para avaliagao da toxicidade foi realizado com Artemia franciscana.
Este microcrustaceo vive em agua salgada, serve de alimento vivo para peixes,
facilmente encontrado em lojas especializadas em aquarios, além de ser considerado
um indicador da qualidade ambiental (Meyer et al., 1982; Lima et al., 2009). A
toxicidade de extratos vegetais pode ser estimada através da concentragdo letal
média (CLso) capaz de matar 50% dos nauplios (Meyer et al., 1982; Cavalcante et al.,
2000; Parra et al., 2001; Nascimento et al., 2008).

Os resultados obtidos referentes a avaliacdo da toxicidade sobre a A. salina

sao apresentados na TABELA 17.
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TABELA 17 - MORTALIDADE DE A. franciscana E CLso UTILIZANDO EXTRATO E FRACOES DAS
FOLHAS E CAULE DE M. evonymoides

Amostras Concentragao (ug/mL) / Mortalidade CLso |IC de 95%
(ng/mL) | (pg/mL)
10 50 100 250 500 750 1000
F|C/F|C|F|C|F|C|F|C|F|C|F|C
EB ol60y0(1}{1}1{140|13|2|1|01|3]| >1000 -
FH ojojojofo0j0(1j0|2|3|10| 4 |15 4 | >1000 -
FC oO(of(1 |11 ]12]0(13]1 122 |12|1 > 1000 -
FAE o(oyo0{1}{1t}1(1y0|1|7|4]|7 107 | >1000 -
FR o|{ojo0oj(1joj1j2(1(01 1|0 1|11 > 1000 -
Metanol ocjojojoyjo0jofo0jo0ojo0jo0f0{0|0|0/| >1000 -
Sulfato de R T e O R e e I A e N I R 511,04 298,5 -
Quinidina 1214,5

FONTE: A autora (2021).

NOTA: Folhas (F), Caule (C), Extrato Bruto (EB), Fracdo Hexanica (FH), Fragdo Cloroférmio (FC),
Fracao Acetato de Etila (FAE), Fracdo Remanescente (FR). IC= Intervalo de Confianga. CL50=
concentragao letal

Meyer et al. (1982) afirma que as amostras sdo consideradas ativas quando a
CLso for menor que 1000 pg/mL, portanto, de acordo com os valores observados na
TABELA 17 nenhuma das amostras e suas respectivas concentracbes testadas
apresentaram letalidade sobre os nauplios de A. salina. Apesar de algumas mortes
terem sido observadas, o numero total nao foi estatisticamente significativo quando
comparados ao controle positivo (sulfato de quinidina) e ao controle negativo (metanol
/ solvente utilizado para solubilizacdo das amostras (Meyer et al., 1982).

Ademais a metodologia executada apresenta vantagens, a exemplo de baixo
custo (Meyer et al.,1982), facil acessibilidade, rapidez e simplicidade na execugao do
ensaio (Nascimento et al., 2008).

Estudos conduzidos com outras espécies do género Monteverdia foram
submetidos ao teste de toxicidade frente A. salina utilizando a mesma metodologia e
apresentaram resultados divergentes ao presente estudo, a exemplo de M. truncata
que apresentou CLso 527 ug/mL, M. acanthophylla CLso 372 ug/mL (Pereira et al.,
2020), Maytenus imbricata Mart. ex. Reissek com CLso 384,93 ug/mL, indicando dessa
forma potencial toxicidade frente a A. salina (Rodrigues, 2011).

Por outro lado, nos estudos conduzidos com extrato etandlico de folhas de
Maytenus obtusifolia Mart os resultados observados de CLso foram maiores que 1000
Mg/mL, resultado semelhantes ao presente estudo indicando a baixa toxicidade dos

extratos testados (Mota et al., 2008).
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A pesquisa com Artemia franciscana € um teste preliminar aplicado na detecc¢ao
de toxicidade de compostos bioativos, dessa forma, auxilia no direcionamento da
pesquisa, pois € um teste amplamente utilizado que antecede a pesquisa de atividade
farmacoldgica, antitumoral, antibacteriana e de ecotoxicidade (Amarante et al., 2011).
Para afirmar que folhas de M. evonymoides apresentam toxicidade, seriam
necessarios mais estudos in vitro e in vivo de toxicidade aguda, crénica e

hepatotoxicidade.

4.9.2 Avaliacao da Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada com extrato e fracdes a partir das folhas e
caules de M. evonymoides (Reissek) Biral, sendo que nao foi observada formacéao de
hemdlise total in vitro para nenhuma das amostras testadas em nenhuma das

concentracdes, conforme demonstrado na TABELA 18.

TABELA 18 - AVALIACAO DA PROPRIEDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRACOES DE
FOLHAS E CAULES DE M. evonymoides

Concentracdo pg/mL — Resultados em % (continua)
Amostras 75 100 250 500 750 1000 Controles
EBF 4,15+ 0,80 £ 1,74 + 1,44 + 3,69 1,92 +
0,112 0,05 a 0,25 a 0,27 a 0,83 @ 0,112
FHE 2,82+ 1,63+ 1,01 1,27 + 2,45+ 2,02 =
0,27 a 0,25 a 0,05 a 0,11 a 0,46 @ 0,112
FCF 4,01 3,44 5,18 £ 1,53+ 3,41+ 3,03 £
0,44 a 0,12 a 0,68 a 0,27 a 0,37 a 0,16 @'
FAEF 1,70 + 0,37 £ 0,85+ 0,85+ 1,38 = 2,13 ¢
0,21 a" 0,05 a 0,11 a 0,11 a 0,112 0,14 &
FRE 7,49 £ 511+ 6,88 6,53 + 17,56 10,32 =
1,17 & 0,49 a 0,53 a 0,33 a 1,50 a* a2 a3 0,59 a
EBC 6,07 £ 5,70 £ 2,79 + 7,72 £ 5,22 + 591+
0,16 a" 0,60 a 0,40 a 0,40 a 1,55 & 0,80 a'
FHC 2,24 + 9,53 £ 5,27 + 12,62 + 10,91 ¢ 6,79 £
0,16 a" 1,13 & 0,16 a 1,39 a' a2 1,75a" a2 0,88 a'
FCC 11,82 6,39 + 3,27 £ 3,83+ 7,11+ 14,45 +
0,70 a* a2 0,32 a 0,24 a 0,64 a 0,56 @' 2,18 a1 a2 a3
FAEC 3,99 £ 8,09 + 7,03 £ 11,90 £ 8,14 7,51+
0,16 a" 0,88 a 1,46 & 0,56 a' a2 1,21 0,32 &
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. 5.99 + 391+ | 4551 271+ 783+ 351+ | (conclusio)
0884 | 0402 | 008 0.16 o 0.89 & 0.70 &
556+ | 1042+ | 3412 5.00 + 6,35 + 367 +
RUTINA 1 55 ar 0,05 a 0.49 & 112 1,41 0.10 '
SAPONINA| 11258+ | 14638+ | 15761+ | 21622+ | 14968+ | 24252+
2191 | 2732 | 5728a | 4894 21682 | 21564
51,73 +
METANOL s
43,85 +
PBS 782a

FONTE A autora (2021).

NOTA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracao Hexanica Folhas (FHF), Fragcao Cloroférmio Folhas (FCF),
Fracdo Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto Caule
(EBC), Fragdo Hexanica Caule (FHC), Fragéao Cloroférmio Caule (FCC), Fragao Acetato de Etila
Caule (FAEC), Fracdo Remanescente Caule (FRC); Controle Tampéao (PBS). NOTA: Resultados
expressos em média aritmética e £ Desvio padréo. Diferenca estatistica a nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey. Letras minusculas e numeros iguais nao diferem estatisticamente entre si.

O teste hemolitico, assim como o teste realizado com Artemia franciscana, &
indicativo de toxicidade e bioatividade, sendo dessa forma uma importante ferramenta
na triagem fitotoxica de plantas e compostos bioativos (Kublik et al., 1996; Gandhi;
Cherian, 2000; Kalegari et al., 2011; Colacite, 2015). Quando a amostra é capaz de
causar rompimento da hemacia em pelo menos 50% dos eritrocitos, esta
concentragdo é considerada hemolitica em comparagao ao controle positivo (Dos
Santos Junior et al., 2010; Fang et al., 2020). O rompimento da hemacia esta
relacionado aos danos ocasionados a membrana celular dos eritrécitos, os quais
podem envolver modificacdo da estrutura da bicamada lipidica, o transporte de ions
especificos ou efeitos toxicos que impedem o controle do volume celular (De Souza
Lima; Soto-Blanco, 2010).

Como padrao nao hemolitico foi utilizado rutina e como padrao hemolitico foi
utiizado a saponina nas concentragdes entre 75 upg/mL e 1000 pg/mL
respectivamente. A rutina € um flavonoide com reconhecida capacidade antioxidante,
pela sua capacidade de sequestrar radicais livres ela consegue proteger o eritrocito
evitando dessa forma a hemolise (Abe et al., 2014). A saponina, por sua vez, tem a
capacidade de causar hemolise, rompendo a membrana eritrocitaria, mesmo quando
muito diluida (Karabaliev; Kochev, 2003).

A FIGURA 45 demonstra que extrato e fragdes de folhas e caules apresentaram

resultados semelhantes ao padrdo ndo hemolitico (Rutina).
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FIGURA 45 — AVALIAGAO DA PROPRIEDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRAGOES DE
FOLHAS E CAULES DE M. evonymoides
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FONTE A autora (2021).
LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica Folhas (FHF), Fragao Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto
Caule (EBC), Fracao Hexanica Caule (FHC), Fragédo Cloroférmio Caule (FCC), Fragdo Acetato de
Etila Caule (FAEC), Fragdo Remanescente Caule (FRC); Controle Tampao (PBS). NOTA: Resultados
expressos em média aritmética e £ Desvio padréo. Diferenga estatistica a nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey. Letras minUsculas e nimeros iguais nao diferem estatisticamente entre si.
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Destaque para o EBF, FHF e FAEF que apresentaram atividade hemolitica
inferior ao padrao rutina em todas as concentragdes testadas. Todas as amostras
apresentaram % de hemodlise inferior em relagdo aos controles metanol e PBS,
demonstrando a capacidade de protegcdo das células. Os resultados obtidos
corroboram com os achados na marcha fitoquimica, no qual o resultado foi negativo
na pesquisa de saponinas e positivo quanto a presenca de taninos e flavonoides,
indicando né&o toxicidade das amostras nestes modelos. Estas classes sao
amplamente reconhecidas por sua atividade antioxidante (Zuanazzi; Montanha, 2007).
Todavia, se faz necessarios outros testes de toxicidade in vivo e in vitro.

Os testes microquimicos realizados no estudo morfoanatémico corroboram
com os resultados alcangados que confirmam a presenca de compostos antioxidantes
tanto em folhas quanto em caule de M. evonymoides. A presenga de taninos pode
estar relacionada a agao antioxidante, assim como a presenca de flavonoides e
polifendis, acredita-se que estes estabilizam a membrana eritrocitica, capturam os
radicais livres, dessa forma previnem a hemolise (Ahmed et al., 2019).

Ha relatos na literatura de ensaios hemoliticos conduzidos com espécies do
género Monteverdia, a exemplo de M. ilicifolia que apresentou baixa toxicidade
(Colacite, 2015). Testes de toxicidade, incluindo a avaliagao da atividade hemolitica
in vitro, se revela util para identificar o potencial risco de uso de diversas plantas

medicinais (Kundishora; Sithole; Mukanganyama, 2020).

4.9.3 Avaliagéo da Atividade Alelopatica

Citado pela primeira vez em 1937 por Hans Molish (Souza-Filho; Alves, 2002;
Dias et al., 2005), o termo alelopatia se refere ao efeito inibitorio ou estimulatério direto
e indireto que uma planta pode exercer sobre outra, por meio da produgao de
metabdlitos secundarios (Souza-Filho; Alves, 2002; Dias et al., 2005; Da Silva, 2014).
A modificagdo dos parametros de crescimento e germinagao fornecem dados indiretos
de alteragdes de processos fisioldgicos das plantas provocadas pela acdo de
aleloquimicos (Macias; Castellano; Molinillo, 2000; Lima et al., 2011). No presente
estudo foi verificado a influéncia alelopatica de extrato etandlico e fragbes de M.
evonymoides sobre as espécies Lactuca sativa L. e Alium cepa L. nas concentragdes
100, 250, 500, 750 e 1000 mg/mL. Estas espécies foram escolhidas porque
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apresentam uma série de vantagens descritas na literatura (Ma et al. 2015; Barbosa
et al., 2015; Tang et al., 2016) a exemplo de: facilidade de obtencdo e manuseio;
germinagado rapida e uniforme; tolerancia em ampla faixa de pH; pequena
sensibilidade aos potenciais osmdticos; elevado grau de sensibilidade aos agentes
proponentes (Dias et al., 2005; Grippa et al., 2010; Cuchiara; Borges; Bobrowki, 2012;
Simdes et al., 2013).

4.9.3.1 Teste de Germinacao e de Crescimento de Lactuca sativa

A TABELA 19 mostra os efeitos alelopatico observados de extrato etandlico e
fracdes de M. evonymoides em relacao ao IVG e média de germinacgao das sementes

de L sativa.

TABELA 19 - INFLUENCIA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DE M. evonymoides (Reissek) Biral
NO IVG E NA GERMINAGAO DE L. sativa EM ENSAIO ALELOPATICO

(Continua)
Média IVG Lactuca sativa
Concentracdo pg/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles

EBF 3,19 % 2,93 3,06 £ 2,67 £ 2,90 £
0,52 a2 0,36 @2 0,66 @2 0,71 a2 0,27 @2
FHF 2,35+ 2,57 £ 2,00 £ 2,38 £ 2,16 £
0,28 a 0,58 a2 0,26 &' 1,10 a 0,78 a
FCF 2,46 + 2,25+ 2,13 ¢ 2,63 £ 2,21+
1,01 & 0,57 a 0,46 & 0,69 a2 0,43 &
FAEF 2,92 + 2,96 + 2,21+ 2,38 + 2,67 +
0,65 a2 0,50 22 0,32 & 0,44 a1 0,30 22
FRF 3,08 £ 2,54 + 243 £ 2,73 £ 2,02 £
0,65 a2 0,34 22 0,73 & 0,28 a2 0,59 &
EBC 2,85+ 2,79 + 2,96 + 3,29 = 2,38 +
0,42 a2 0,53 a2 0,60 22 0,34 a2 0,692
FHC 2,42 + 1,36+ 1,84+ 1,20 = 1,65+
0,10 & 0,29 a 0,17 @ 0,34 a 0,29 &
FCC 1,94 + 2,31+ 2,29+ 1,98 + 1,77 £
0,79 a 0,24 & 0,25 " 0,32 a 0,52 @
2,13+ 2,75 2,90 + 2,94 + 2,33
FAEC 0,42 & 0,57 0.66 0.66 2 0,47 &
FRC 2,67 3,04 £ 2,98 + 2,71 2,73 =
0,56 a2 0,50 a2 0,45 a2 0,25 a2 0,60 22

Aqua 3,60 =

g 1,11 a2

3,89 +

Metanol 077 2
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Média Germinagao Lactuca sativa (%) (conclusao)

Concentragao pg/mL

Amostras 100 250 500 750 1000 Controles

EBF 100 @2 98,75 @2 100 @2 100 @2 98,75 @2

FHF 98,75 a2 98,75 2 100 &2 100 &2 98,75 a2

FCF 97,50 @2 98,75 a2 98,75 a2 98,75 @2 98,75 a2

FAEF 100 @2 100 @2 100 @2 100 @2 100 a2

FRF 100 &2 97,50 a2 98,75 a2 98,75 2 97,50 22

EBC 100 &2 100 &2 100 &2 100 &2 98,75 22

FHC 100 &2 100 &2 100 @2 97,50 2 97,50 22

FCC 95 a2 100 &2 100 &2 100 &2 96,25 2

FAEC 97,50 @2 98,75 @2 97,50 @2 100 @2 100 22

FRC 97,50 @2 98,75 2 100 &2 97,50 @2 100 @2

Agua 98,75 a2

Metanol 100 a2

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: IVG= Indice de velocidade de germinacéo; Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica
Folhas (FHF), Fracédo Cloroférmio Folhas (FCF), Fracdo Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fracéo
Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto Caule (EBC), Fracdo Hexanica Caule (FHC), Fracao
Cloroférmio Caule (FCC), Fragao Acetato de Etila Caule (FAEC), Fracdo Remanescente Caule (FRC).
NOTA: Resultados IVG expressos em média aritmética e + Desvio padrao. Resultados da média de
germinagao expressos em %. Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente
(p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

Estatisticamente houve influéncia inibitéria no IVG nas concentragdes testadas
na FHF (exceto 250 ug/mL), FCF (exceto 750 pg/mL) e FCC. Houve ainda influéncia
nas amostras FAEF (500 e 750 ug/mL), FRF (500 e 1000 pg/mL), EBC e FHC (1000
pg/mL), FAEC (100 e 1000 pg/mL). O restante das amostras apresentou resultados
semelhantes ao controle agua. No que diz respeito a média de germinagao nao houve
diferenca estatistica, o0 mesmo foi observado em relagcdo aos controles agua e
metanol, indicando que o solvente utilizado nao influenciou os resultados.

Ha relatos de que o efeito inibitério ou estimulatério de extratos e fragdes sobre
o IVG esta relacionada aos aleloquimicos que podem estar presentes nas plantas
(Souza Filho; Alves, 2002), em todas as partes, predominantemente nas folhas
(FRANCO et al., 2015). Estas substancias podem causar efeito benéfico ou maléfico,
sdo sintetizadas a partir do metabolismo secundario (Mushtaq; Siddiqui; Hakteen,
2020), estao relacionados a mecanismo de defesa das plantas e sdo amplamente
estudadas como alternativa na producado de inseticidas, herbicidas e nematicidas

(Souza Filho; Alves, 2002; Maciel et al., 2017).
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De acordo com Maguire (1962), o IVG serve para atestar o vigor das sementes,
seu enfraquecimento gera a perda na capacidade reprodutiva e desta forma dificulta
a uniformidade de germinagao. Todavia, extratos e fragdes podem revelar estimulo ou
inibicao do IVG influenciados pela presenca de aleloquimicos que tem a capacidade
de afetar a permeabilidade das membranas, a transcricdo e tradugdao do DNA,
desempenho de mensageiros secundarios, a conformacao de enzimas e receptores,
sendo dessa forma, os responsaveis pela alteragdo (Weir; Park; Vivanco, 2004;
Maraschin-Silva; Aquila, 2006).

Sausen et al. (2009) afirma que o efeito de extratos sobre a germinacao,
quando comparado ao desenvolvimento da plantula pode ser menor, uma vez que o
processo germinativo utiliza reservas da prépria semente. Novo et al. (2009) afirma
que a inibicdo da germinacgéo pode ocorrer por bloqueio da hidrolizagdo dos nutrientes
que estao nos tecidos de reserva, afetando, dessa forma, a divisdo celular. Santos et
al. (2008) relatou que a influéncia alelopatica esta relacionada em func¢ao do pH do
meio.

A TABELA 20 demonstra os resultados observados em relacdo ao crescimento

da radicula e do hipocétilo de L. sativa frente aos extratos e fragdes testadas.

TABELA 20 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA RADICULA E HIPOCOTILO DE SEMENTES DE
L. sativa SUBMETIDAS AOS EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS E CAULES DE M.
evonymoides

(Continua)
Média Crescimento Radicula (mm) Lactuca sativa
Concentracao pug/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
15,89 + 16,47 14,37 12,50 + 9,22 +
EBF /10,28 a2 6,07 a2 5,69 a2 7,56 a2 6,19 &
11,63 £ 14,58 + 12,79 £ 10,26 + 5,27 +
FHF 4,36 a2 7,55 a2 4,83 a2 3,80 & 3,84 &
14,53 8,94 + 11,17 11,16 + 717 =
FCF 8,30 a2 5,79 & 6,35 a2 4,95 a2 5,34 &
10,55 + 12,65 12,32 11,35 9,35+
FAEF 4,78 a 7,41 @ 6,40 2 5,09 2 4,85
14,05 = 9,61+ 12,42 + 11,69 10,28 £
FRF 8,14 @2 6,38 @ 7,30 @2 11,00 @2 5,83
16,71 9,20 + 12,60 7,63 + 8,88 +
EBC 10,30 @2 5,752 7,13 22 3,96 2 6,80 @
14,05 + 11,26 = 7,42+ 8,19 5,95+
FHC 6,04 @2 7,87 @ 3,49 @ 7,19 @ 227
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(concluséo)

13,35+ 10,53 + 8,59 + 6,35 + 6,64 +
FCC 8,89 a2 8,08 a' 6,34 a' 4,18 at 3,83 at
13,12 + 14,88 + 13,00 13,85 + 14,75 +
FAEC 8,73 a2 5,58 a2 5,73 a 7,34 a2 7,60 a2
12,37 + 18,06 + 14,67 + 14,64 + 13,06 +
FRC 6,06 a2 8,58 a2 7,80 a2 6,26 a2 5,87 a2
) 12,55 +
Agua 6,09 a2
15,76 +
Metanol 8,42 a2
Média Crescimento Hipocétilo (mm) Lactuca sativa
Concentracéo yg/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
18,21 + 18,74 + 21,74 + 21,06 + 21,44 +
EBF 11,10 a2 10,95 a2 11,55 a2 12,18 a2 16,91 a2
11,74 + 17,68 + 12,74 + 8,47 + 8,33 +
FHF 7,52 a 8,11 a2 7,99 at 5,00 a? 7,06 at
16,26 + 12,56 + 18,50 + 16,05 + 9,39 +
FCF 12,20 + a2 9,28 + at 10,62 22 9,54 a2 9,64 a'
11,20 + 19,60 + 16,26 + 16,10 + 15,90 +
FAEF 8,53 a1 12,44 22 12,63 22 10,96 a2 10,43 22
14,79 + 14,39 + 19,11 + 20,38 + 13,67 +
FRF 10,35 a? 9,71 at 13,03 22 15,53 a2 7,56 at
19,14 + 13,93 + 19,20 + 10,81 + 11,13 +
EBC 14,02 a2 11,44 a 11,02 a2 9,42 a 8,33 a'
17,95 + 11,26 + 7,58 + 7,94 + 6,16 +
FHC 9,73 a2 6,98 a' 6,19 &' 6,71 a 4,80 a'
14,47 + 16,82 + 14,82 + 11,71 + 12,36 +
FCC 11,46 &' 9,42 a2 7,46 a' 7,48 a 7,74 a
16,82 + 13,88 + 16,67 + 18,30 + 19,75 +
FAEC 14,01 a2 7,32 a 10,39 a2 11,59 a2 11,18 a2
12,53 + 21,76 + 22,00 + 25,47 + 22,82 +
FRC 12,55 a? 13,04 22 14,18 a2 12,09 a2 13,43 22
. 15,20 +
Agua 12,57 @
14,06 +
Metanol 9,38

FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica Folhas (FHF), Fragcdo Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragcdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto
Caule (EBC), Fracao Hexanica Caule (FHC), Fragdo Cloroférmio Caule (FCC), Fragéo Acetato de
Etila Caule (FAEC), Fragcdo Remanescente Caule (FRC). NOTA: Resultados expressos em média
aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente

(p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

Em relacdo ao crescimento da radicula foi possivel observar a inibicdo do

crescimento em todas as amostras na concentragdo de 1000 pg/mL, exceto na FAEC

e FRC. O mesmo ocorreu com a FHF, EBC, FHC e FCC na concentragao de 750
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pMg/mL, FHC e FCC na concentragdo de 500 pg/mL, com destaque na FCC que
apresentou inibicdo em quase todas as concentragdes, excluindo-se apenas a
concentragdo de 100 ug/mL quando comparadas ao controle. Por outro lado, foi
observada influéncia positiva no crescimento do hipocétilo do EBF em todas as
concentracoes testadas, FAEF e FRC (exceto 100 ug/mL), FAEC (exceto 250 ug/mL).
Ainda foi possivel observar comportamento ndo dose-dependente para as amostras
FHF, FCF e FRF. Estes resultados podem estar relacionados a alguns fatores, a
exemplo: provavel sinergismo entre as substéncias presentes nas amostras,
independente da concentragdo; a distribuicio bem como a quantidade de
aleloquimicos pode variar dentro da mesma espécie e ainda ter influéncia da parte
coletada e idade da planta (Souza Filho; Alves; Figueiredo, 2003).

Quanto aos aleloquimicos, sabe-se que alcaloides, taninos, glicosideos (Nandi;
Hafsah, 2020), esteroides, triterpenos, compostos fendlicos, flavonoides tem agao
alelopatica (Areco et al., 2014; Sausen et al., 2009). No ensaio de CCD foi confirmada
a presenca de taninos, triterpenos, compostos fendlicos e flavonoides. Ainda que
ocorra a presenca desses compostos, € de conhecimento que pode ocorrer
sinergismo entre as substancias e esse sinergismo ser o responsavel pelo efeito
estimulatorio ou inibitério (Souza Filho; Alves, 2002; Paula et al., 2014).

No estudo conduzido por Dias et al. (2005) com M. ilicifolia verificou-se
auséncia de influéncia dos extratos na germinagao, influéncia inibitéria no crescimento
do hipocdtilo e radicula de Lactuca sativa (Dias et al., 2005). Resultado semelhante
foi observado nos estudos conduzidos por MoreL e Gayozo (2018) com a mesma
espécie. No estudo conduzido por Meinerz et al., (2015) com trés diferentes espécies,
dentre elas, M. ilicifolia, os resultados encontrados foram semelhantes quanto ao
efeito inibitorio do IVG e do crescimento de radicula de L. sativa (Meinerz et al., 2015).
Os autores afirmam que os resultados encontrados podem ser explicados pela
presencga de saponinas, taninos e flavonas ocorrentes na espécie M. ilicifolia (Souza
et al., 2005; Mariot; Barbieri, 2008).

No estudo alelopatico conduzido com substancias isoladas, a friedelina e o
epifriedelinol, os autores relataram agado com baixo potencial inibitério na germinagéo
de plantas daninhas quando comparadas aos controles. No mesmo estudo, os autores
realizaram os ensaios em diferentes faixas de pH e nesse contexto acredita-se que a
acao alelopatica observada se refere a alguma especificidade do pH do meio (Santos

et al., 2008). Os resultados corroboram com os achados do presente estudo em
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relacdo a atividade alelopatica observada na FAEC que nao apresentou inibicado da
germinagao e no crescimento do hipocdtilo, porém apresentou inibigdo no crescimento
da radicula.

A FIGURA 46 ilustra a inibigdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocotilo e radicula dos extratos brutos de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sao os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 46 - iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE AOS EBF E EBC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Extrato Bruto Caule (EBC), Indice de velocidade de
germinacgao (IVG), percentagem de germinacgéo (G%). NOTA: Resultados expressos em média
aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente
(p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

A FIGURA 47 ilustra a inibicdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocodtilo e radicula da fragcdo hexano de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sdo os mesmos para todas as amostras.
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FIGURA 47 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO

DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE AOS FHF E FHC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Fragao Hexanica Folhas (FHF), Fracdo Hexanica Caule (FHC), Indice de velocidade de
germinacao (IVG), percentagem de germinacéo (G%), mm: comprimento em milimetros NOTA:
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo

grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

A FIGURA 48 ilustra a inibicdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de

hipocotilo e radicula da fragdo cloroférmio de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sao os mesmos para todas as amostras.



164

FIGURA 48 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE AOS FCF E FCC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragao Cloroférmio Folhas (FCF), Fragdo Cloroférmio Caule (FCC), Indice de velocidade
de germinagéao (IVG), percentagem de germinacgao (G%), mm: comprimento em milimetros. NOTA:
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo
grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

A FIGURA 49 ilustra a inibicdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocotilo e radicula da fragao acetato de etila de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sdo os mesmos para todas as amostras.
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FIGURA 49 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE AOS FAEF E FAEC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragao Acetato de Etila Caule (FAEC), Indice de
velocidade de germinagéao (IVG), percentagem de germinacgao (G%), mm: comprimento em
milimetros. NOTA: Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras

classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott
Knott.

A FIGURA 50 ilustra a inibicdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocdtilo e radicula da fragdo remanescente de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sdo os mesmos para todas as amostras.



166

FIGURA 50 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE AOS FRF E FRC DE M. evonymoides

Lactuca sativa

S

Germinaga

0
SELEEELEETT

HIPOCOTILO

a2
a3 82 3% a2

1
=

Cresimento radicula (mm)

Crescimento hipocotilo {mmy}
B

0
GETHEEGS Y ST

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Fragcdo Remanescente Caule (FRC), Indice de
velocidade de germinacgédo (IVG), percentagem de germinacao (G%), mm: comprimento em
milimetros. NOTA: Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras

classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott
Knott.

Extratos que apresentam potencial alelopatico devem ser encaminhadas para
ensaios em casa de vegetacao e podem vir a ser alternativa no controle de plantas
daninhas, diminuindo assim o uso de herbicidas e inseticidas, podem ser utilizados no
controle de sementes e plantulas diminuindo, dessa forma, as perdas na producao
agricola. Ademais, ha relatos na literatura que compostos com atividade alelopatica
podem ser biodegradaveis, seletivos e menos poluentes que os herbicidas tradicionais

(Macias; Castellano; Molinillo, 2000).
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4.9.3.2 Teste de Germinacao e Crescimento de Allium cepa

A TABELA 21 demonstra os efeitos alelopatico observados de extrato etandlico
e fracbes de M. evonymoides em relacdo ao IVG e média de germinacdo das
sementes de A cepa. Estatisticamente houve influéncia estimulatéria no IVG em todas
as concentragdes testadas na FRF, FAEF e FRC (exceto 750 ug/mL), EBC (exceto
500 pg/mL), FAEC (exceto 250 pg/mL). Houve ainda influéncia nas amostras EBF
(exceto 250 e 1000 ug/mL), FHF 750 ug/mL, FCF 250 e 500 pg/mL, FCC 100, 250 e
500 ug/mL. O restante das amostras apresentou resultados semelhantes ao controle
agua. No que diz respeito a média de germinagédo nao houve diferenga estatistica. O
mesmo foi observado em relagdo aos controles agua e metanol, indicando que o

solvente utilizado ndo influenciou os resultados.

TABELA 21 - INFLUENCIA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DE M. evonymoides NO IVG E NA
GERMINAGAO DE A. cepa EM ENSAIO ALELOPATICO

(continua)
Média IVG Allium cepa
Concentracao pug/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
EBF 1,39 1,21+ 1,31+ 1,48 + 1,16
0,23 a2 0,18 a 0,45 a2 0,32 a2 0,17 &
EHE 1,18 + 1,19 + 1,20 + 1,23 + 1,18 +
0,19 a 0,17 a* 0,13 a* 0,10 a2 0,18 at
FCE 1,20 + 1,36 + 1,31 + 1,03 + 1,16 +
0,21 a 0,13 a2 0,18 a2 0,12 a 0,25 at
1,26 + 1,31 + 1,38 + 0,99 + 1,49 +
FAEF 0.12 22 0,20 22 0.17 22 0.13 o 0.16 22
FRF 1,33 ¢ 1,38 £ 1,34 £ 1,49 + 1,30 +
0,06 22 0,14 22 0,19 a2 0,33 a2 0,49 a2
EBC 1,28 + 1,25 + 1,11 + 1,27 + 1,26 +
0,21 82 0,21 a2 0,16 a' 0,14 a2 0,18 a2
FHC 1,18 £ 1,08 £ 0,88 * 0,93 + 0,69 +
0,16 & 0,14 a* 0,19 a* 0,16 & 0,16 a*
Fce 1,17 + 1,39 £ 1,37 £ 1,12 1,07 +
0,15 a2 0,44 a2 0,152 0,14 & 0,13 a*
1,36 £ 1,15 ¢ 1,34 £ 1,33 ¢ 1,33 +
FAEC 0.11 22 0,09 = 0.28 =2 0.29 =2 0.15 a2
FRC 1,35+ 1,30 £ 1,38 £ 1,20 £ 1,38 +
0,17 a2 0,30 a2 0,08 a2 0,11 & 0,16 a2
Agua 0,97 £ 0,16
Metanol 1,10 £ 0,11 &




168

Média germinacéo Allium cepa (%) (concluséo)
Concentragao pg/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
EBF 100 & 100 & 98,75 &' 100 &' 100 &'
FHF 98,75 a 100 & 100 & 100 & 98,75 &'
FCF 98,75 a' 100 & 100 & 97,50 a 98,75 &'
FAEF 100 & 98,75 &' 100 & 98,75 a 100 &
FRF 98,75 a' 100 & 100 & 98,75 a' 98,75 &'
EBC 98,75 a 100 & 100 & 98,75 a 97,50 &
FHC 98,75 a' 100 & 97,50 & 100 &' 97,50 &
Fcec 98,75 a 98,75 &' 100 & 98,75 a 98,75 &'
FAEC 100 & 98,75 &' 100 & 98,75 a' 100 &'
FRC 100 & 100 & 100 & 100 & 98,75 &
Agua 100 =
Metanol 100 &

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: IVG= indice de velocidade de germinagéo. Extrato Bruto Folhas (EBF), Fragdo Hexanica
Folhas (FHF), Fracédo Cloroférmio Folhas (FCF), Fracdo Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fracéo
Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto Caule (EBC), Fracdo Hexanica Caule (FHC), Fracao
Cloroférmio Caule (FCC), Fracao Acetato de Etila Caule (FAEC), Fracdo Remanescente Caule (FRC).
NOTA: Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padréo. Resultados da média de
germinagao expressos em %. Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente
(p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

De acordo com os resultados observados na TABELA 20, extratos e fragdes
apresentaram efeito estimulante predominante no IVG, com destaque para FRF que
apresentou estimulo em todas as concentragdes testadas. Os resultados de inibicao
ou estimulo de um aleloquimicos esta relacionado a concentracao e o limite resposta
da espécie alvo (Souza Filho et al., 2009), da mesma forma, Rice (1984) revela que o
efeito alelopatico pode ser inibitério ou estimulatorio para espécie receptora em baixo
tratamento. Fato que pode explicar a diversidade de resultados encontrados no
presente estudo, a exemplo, da EBC que apresentou estimulo nas menores
concentracdes, EBF que apresentou resultados independentes das concentragces
testadas e FHC que n&o apresentou estimulo em nenhuma das concentragdes.

Os resultados s&o contrarios aos resultados observados no estudo conduzido
com extrato aquoso de M. ilicifoilia no qual os autores ndo observaram efeito
significativo sobre a germinacgao e IVG (Souza et al., 2005).

A TABELA 22 demonstra os resultados observados em relacdo ao crescimento

da radicula e do hipocdtilo de A cepa frente aos extratos e fragdes testadas.
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TABELA 22 - AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DA RADICULA E COLEOPTILO DE SEMENTES DE

A. cepa SUBMETIDAS AOS EXTRATOS E FRAGOES DAS FOLHAS E CAULES DA M.

Evonymoides

(continua)
Média Crescimento Radicula (mm) Allium cepa
Concentragao pg/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
EBF 19,00 11,90 + 9,75 £ 9,94 + 11,22 +
8,99 a® 6,32 @2 4,70 a2 4,61 22 6,43 @2
FHE 15,68 + 15,56 + 8,00 £ 7,79 11,78 £
8,26 a® 9,56 a* 4,83 6,29 a 6,95 @2
FCF 11,81 % 12,33 8,28 + 8,10 + 10,05 +
4,58 a2 6,74 a2 3,54 & 1,94 at 4,77 a2
FAEF 15,35 ¢ 16,85 + 14,80 £ 11,60 + 9,50 +
10,05 a® 8,84 a® 7,53 a® 6,30 @2 2,61 22
FRE 9,75 + 7,00 = 12,68 = 8,21+ 11,95
5,22 a2 3,40 & 6,46 22 3,39 a 6,12 @2
EBC 16,61+ 5,50 = 9,00 + 14,97 10,17 £
9,19 a® 3,89 a 4,94 2 517 a3 3,55 @2
FHC 7,89 11,00 = 12,06 + 8,36 511+
4,33 4,90 a2 5,76 a2 3,71 2 2,05 @
FCe 12,68 + 9,95 + 11,25 8,30 £ 9,90 +
4,46 @2 5,56 @2 4,66 22 3,18 a 5,58 a2
FAEC 9,22 + 10,65 11,35 11,55 + 9,95 +
4,68 & 5,12 a2 4,75 2 4,81 a2 3,39 @2
FRC 10,65 14,42 + 11,95+ 12,25 13,05 £
6,67 a2 8,84 a® 7,56 a2 6,52 a2 4,67 &®
A 16,76
Agua 9,86 a*
16,16
Metanol 736 8
Média Crescimento Coleéptilo (mm) Allium cepa
Concentracao pg/mL
Amostras 100 250 500 750 1000 Controles
EBF 69,61 % 46,00 + 2570 £ 38,06 + 48,78 +
16,61 2% 21,47 @3 8,49 a 11,10 22 19,22 a3
FHE 64,58 51,83 ¢ 32,89 + 21,63 £ 52,17 £
15,81 a* 17,91 a3 12,64 22 8,06 a 18,90 a*
FCF 27,25 50,87 + 25,78 + 29,35+ 51,30 £
6,94 a' 23,06 &® 16,53 @ 11,38 a2 26,41 @
FAEF 56,90 + 62,90 £ 57,50 + 42,00 + 27,35+
23,90 a* 18,25 a4 23,54 a* 16,89 a3 7,252
FRE 23,15 % 14,95 + 43,37 30,00 49,00 £
10,09 & 4,85 a 13,70 = 12,47 22 14,12 @3
EBC 4417 + 15,50 + 48,68 + 58,95 + 26,22 +
15,12 a3 5,78 & 17,80 a® 18,23 a* 8,80 a’
FHC 16,05 = 46,85 39,35+ 23,07 + 22,39+
7,02 17,66 & 15,52 22 4,05 2 11,14 "
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Média Crescimento Coleodptilo (mm) Allium cepa (concluséo)

Concentragao pug/mL

Fce 40,58 + 60,70 £ 36,85 + 50,30 + 36,15 +
12,00 a3 12,84 a* 8,04 a2 18,03 a3 11,80 a2
FAEC 59,28 + 53,80 + 21,45 + 62,15 ¢ 54,40 +
27,84 a4 18,70 a3 15,07 &' 18,01 a* 19,98 a3
FRC 48,15 + 62,47 + 53,40 + 59,10 £ 19,90 +
13,84 a3 21,60 a4 19,95 a3 18,10 a* 7,60 a'
, 62,71 £
Agua 19,48 =
64,17 +
Metanol 14,37 a#

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica Folhas (FHF), Fracao Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fracdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto
Caule (EBC), Fracao Hexanica Caule (FHC), Fragédo Cloroférmio Caule (FCC), Fracdo Acetato de
Etila Caule (FAEC), Fragcdo Remanescente Caule (FRC). NOTA: Resultados expressos em média
aritmética e £ Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente
(p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.

No que se refere ao crescimento da radicula de A. cepa, houve inibicdo sutil do
crescimento no EBF e FRC (exceto 250 e 1000 pg/mL), FAEF (750 e 1000 pg/mL) e
inibicdo mais acentuadas na FHF e FCF (500 e 750 pg/mL), FRF (250 E 750 ug/mL),
EBC (250 e 500 pg/mL), FHC (exceto 250 e 500 pg/mL), FCC (750 pg/mL), FAEC
(100 pg/mL). Destaque para as fragdes FCF, FRF e FAEC que apresentaram inibigao
no crescimento da radicula em todas as concentragcbes testadas em relagdo ao
controle.

No que tange o crescimento do coleodptilo de A. cepa, foi observado
comportamento similar ao controle agua apenas nas amostras: EBF e FHF (100
pug/mL), EBC (750 pyg/mL), FCC (250 pug/mL), FAEC (100 e 750 pg/mL), FRC (250 e
750 ug/mL). A FAEF foi a unica que apresentou comportamento similar ao controle
em trés das cinco concentragdes testadas (100, 250 e 500 pg/mL).

As outras amostras todas apresentaram inibigdo do crescimento do coledptilo
ora mais acentuada ora menos acentuada conforme demostrado na TABELA 22, com
destaque para FCF, FRF e FHC que apresentaram inibicdo em todas as
concentracdes avaliadas.

A avaliacdo do crescimento do coleoptilo e radicula sido importantes
ferramentas na alelopatia a fim de determinar as mudancgas possiveis nas plantulas

pelas substancias testes (Pifia-Rodriguez; Figliolia; Peixoto, 2004). A redugao das
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partes aéreas das plantas pode diminuir a sua capacidade de competi¢ao por luz e a
diminuicao da raiz pode diminuir a competividade com outras plantas e afetar de forma
prejudicial a reprodutibilidade (Plaza; Castillo; Naulin, 2022; Ninkovic, 2003).

A FIGURA 51 ilustra a inibigdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocotilo e radicula dos extratos brutos de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sao os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 51 -’iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE AOS EBF E EBC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Extrato Bruto Caule (EBC), Indice de velocidade de
germinacéao (IVG), percentagem de germinacéo (G%), mm: comprimento em milimetros. NOTA:
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo
grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.
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A FIGURA 52 ilustra a inibigdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocodtilo e radicula da fragcdo hexano de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sdo os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 52 -'iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE AOS FHF E FHC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragédo Hexanica Folhas (FHF), Fragdo Hexanica Caule (FHC), Indice de velocidade de
germinacéao (IVG), percentagem de germinacéo (G%), mm: comprimento em milimetros. NOTA:
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo

grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.
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A FIGURA 53 ilustra a inibigao do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocotilo e radicula da fragao cloroférmio de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sdo os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 53 -,iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE AOS FCF E FCC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragao Cloroférmio Folhas (FCF), Fragdo Cloroférmio Caule (FCC), Indice de velocidade
de germinacgéo (IVG), percentagem de germinagéo (G%), mm: comprimento em milimetros. NOTA:
Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo
grupo néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott Knott.
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A FIGURA 54 ilustra a inibigdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de

hipocotilo e radicula da fragdo acetato de etila de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sao os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 54 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE AOS FAEF E FAEC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragdo Acetato de Etila Caule (FAEC), Indice de
velocidade de germinacéo (IVG), percentagem de germinagéo (G%), mm: comprimento em
milimetros. NOTA: Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras

classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott

Knott.
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A FIGURA 55 ilustra a inibigdo do IVG, a % de germinagao, o crescimento de
hipocotilo e radicula da fragdo remanescente de folhas e caule de M. evonymoides

separadamente. Os controles sao os mesmos para todas as amostras.

FIGURA 55 -’iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO, % DE GERMINAGCAO, CRESCIMENTO
DA RADICULA E HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE AOS FRF E FRC DE M. evonymoides
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Fracdo Remanescente Caule (FRC), Indice de
velocidade de germinagéao (IVG), percentagem de germinacao (G%), mm: comprimento em
milimetros. NOTA: Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrdo. Amostras

classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott
Knott.
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Morel e Gayoso (2018), realizaram o estudo alelopatico com extrato etandlico
de M. ilicifolia no qual os resultados mostraram um efeito negativo na germinacao de
Allium fistulosum L. nas concentragdes de 1 mg/mL e 10 mg/mL. e no crescimento
radicular no tratamento de 10 mg/mL em relag&o ao controle. Embora a semente alvo
tenha sido A. fistulosum pode-se observar a variabilidade nos resultados. Da mesma
forma, ocorreu no presente estudo, que evidenciou tanto bioestimulagdo quanto
2018). Quanto a germinagao nao foi observado diferengca estatistica quando
comparados aos controles.

O ensaio da atividade alelopatica € um estudo preliminar que tem por objetivo
avaliar a divisdo celular vegetal e serve de base para direcionamento de possiveis
atividades, a exemplo, da atividade farmacoldgica, entre outros. Desta forma, baseado
nos resultados obtidos pode-se sugerir que a M. evonymoides seja fonte de
aleloquimicos, portanto, ser utilizada em ensaios alelopatico de novos modelos de

herbicidas e em pesquisas com espécies invasoras.

4.9.4 Avaliagéo da capacidade larvicida em Aedes aegypti

A atividade larvicida de extrato etandlico e fragdes de M evonymoides foi
avaliada contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).

Foi possivel identificar que extratos e fracbes de M. evonymoides induzem a
mortalidade de larva de Aedes aegypti (TABELA 23). Com exceg¢do da FRF e FHF
todas as amostras testadas apresentaram CLso < 200 ug/mL, revelando potencial no
controle de larvas de terceiro estadio. Destaque para a FAEF que apresentou CLso =
132,91 pg/mL. A FHF apresentou ClLso = 235,81 pg/mL, indicando significativo
potencial larvicida. Em relagao ao perfil de mortalidade € possivel verificar acentuada
mortalidade na concentragdo de 1000 pg/mL. Todas as fragdes de caule
apresentaram mortalidade acima de 90% + 0,5. Em relagéo as amostras das folhas, a
FAEF apresentou a taxa de mortalidade de 95% + 0,5 e o EBF, FCF e FHF
apresentaram (87,5% + 0,95), (85% % 0,5) e (82% + 0,5) respectivamente.



TABELA 23 - INDUGAO DE MORTALIDADE EM LARVAS DE A. aegypti POR EXTRATOS E

FRACOES DE M. evonymoides

177

Amostras | Concentragdo | Mortalidade LCso (Mg/mL) LCo (Mg/mL) x? (df)
(ng/mL) (%) + SD (LCL - UCL) (LCL - UCL)
10 75+0,5
EBF 100 35+0,57 183,54 >1000 7,1 4
500 70+ 0,81 (132,51-257,02)
1000 87,5+ 0,95
10 0,25+ 0,5
FHF 100 325+0,5 235,81 >1000 5,86 4
500 65+ 0,57 (175,22-324,09)
1000 82,5+0,5
10 100
FCF 100 425+0,5 194,021 >1000 29 4
500 67,5+0,5 (135,9-286,42)
1000 85+ 0,57
10 5%0,57
FAEF 100 47,5+ 0,5 132,91 960,53 7,54 4
500 75 % 0,57 (98,19-177,1) (624,6-1811,10)
1000 95 % 0,57
10 00
FRF 100 5+0,57 >1000 >1000 4,97 4
500 325+0,5
1000 425+0,5
10 75+0,5
EBC 100 35+ 0,57 169,22 >1000 7,22 4
500 72,5+0,5 (124,18-231,34)
1000 92,5+0,5
10 75+0,5
FHC 100 35+0,57 169,22 >1000 7,22 4
500 72,5+0,5 (124,18-231,34)
1000 92,5+0,5
10 7,5%0,5
FCC 100 42,5+ 0,5 143,7 >1000 5,07 4
500 70%0,0 (102,72-199,14)
1000 90 +0,8
10 5+0,57
FAEC 100 475+0,5 161,4 960,53 7,5 4
500 70+ 0,57 (120,69-216,97) | (624,6-1811,09)
1000 95+ 0,57
10 5+0,57
FRC 100 475+0,5 161,4 960,53 7,5 4
500 75+ 0,57 (120,69-216,97) | (624,6-1811,09)
1000 95+ 0,57

FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica Folhas (FHF), Fragao Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto
Caule (EBC), Fracdao Hexanica Caule (FHC), Fragéo Cloroférmio Caule (FCC), Fragédo Acetato de
Etila Caule (FAEC), Fragdo Remanescente Caule (FRC). NOTA: Resultados expressos em média

aritmética e + Desvio padrdo. Controle positivo matou 100% das larvas de A. aegypti; (LCs,)

concentragao letal capaz de matar 50% das larvas expostas; (LCqo) concentracéo letal capaz de
matar 90% das larvas expostas; (SD) desvio padrdo (UCL) limite superior de confianca de 95%; (LCL)
limite de confianga 95% inferior; x>= qui-quadrado, df= graus de liberdade; (n.d) ndo definido; (n.s)
ndo significativo (p<0,05).
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Nos estudos conduzidos com extrato de caule da espécie Monteverdia
oblongata, Touré et al. (2017) observou a taxa de mortalidade de (95 + 0,2) % para as
larvas de Aedes aegypti da estirpe Paea (susceptivel a todos os inseticidas) e (83 *
0,2) % da estirpe de campo Cayenne (resistente a piretroides e organofosforados)
respectivamente, apos exposicao de 24 horas na dose de 100 ug/mL (Toure et al.,
2017).

Martins et al. (2021) conduziu o teste larvicida com a espécie Maytenus
guianensis, no qual, observou CLso 113 pg/mL para o extrato bruto etandlico, além de
observar a ejec¢ao do intestino das larvas de Aedes aegypti. O composto isolado
tingenona B (triterpeno) da espécie apresentou CLso de 148 ug/mL (Martins et al.,
2021), sugerindo que ativos com agéo sinérgica podem estar presentes no extrato
bruto, além do triterpeno isolado (tingenona B). As substancias foram capazes de
causar alteragdes morfoldgicas e a morte das larvas do mosquito (Martins et al., 2021).
Meneguetti et al. (2016), observaram que o extrato bruto de Maytenus guianensis
inibiu em 90-100% o crescimento de promastigostas de Leishmania amazonensis,
indicando que a espécie tem potencial antiparasitario (Meneguetti et al., 2016).

O uso de inseticidas sintéticos (piretréides e organofosforados) previnem ou
minimizam a proliferagdo do Aedes aegypti (Lima et al., 2006), sdo amplamente
utilizados no seu controle (Braga, 2007), e estao listados nas estratégias adotadas por
parte da gestdo publica. Em contrapartida, o uso frequente dessas classes de
inseticidas pode favorecer o surgimento de insetos resistentes, 0 que aumenta ainda
mais o desafio do controle do inseto e consequentemente, controle de diversas
doencas que sao transmitidas pelo Aedes aegypti e ainda propiciar o surgimento de
novas doengas, por apresentarem certa toxicidade ao ser humano, além de prejudicar
o0 meio ambiente (Betim et al., 2021; Braga, 2007).

Além dos inconvenientes apontados com o uso de inseticidas sintéticos, a
alteracao climatica, relacionada ao aumento da temperatura e quantidade de chuvas,
€ um fator importante para o aumento do numero de casos de dengue (Kimura;
Fontes, 2022). Um levantamento realizado entre os anos de 2016 e 2021 apontaram
que os casos da doenga, no estado do Parana, vém aumentando gradativamente ao
longo dos anos. Outro achado relevante do estudo foi a falta de disponibilidade de
inseticidas sintéticos pelo Ministério da Saude, fato que pode estar relacionado ao

aumento de casos nesse periodo (Kimura; Fontes, 2022).
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Os metabdlitos secundarios tém sido relatados como componentes ativos de
extratos vegetais que apresentam atividade inseticida e tem despertado cada vez mais
interesse (Dalarmi, et al., 2015; Dos Anjos et al., 2023). Destaque para os terpenoides
que sao amplamente identificados em dleos essenciais, extratos e fragdes purificadas.
Esta classe, principalmente os monoterpenos sdo considerados os mais ativos,
portanto com maior possibilidade de aplicagdo em bioinseticidas, além de

apresentarem baixa toxicidade contra mamiferos (Isman, 2000; Silvério et al., 2020).

4.9.5 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

A capacidade antimicrobiana e antifungica de extrato etandlico e fragdes de M.
evonymoides foram testadas frente aos microrganismos S. aureus (ATCC 25913), E.
coli (ATCC 25922), P. aeroginosa (ATCC 27853) e C. albicans (ATCC 14053)
respectivamente. A maior concentragao testada foi 1000 ug/mL. Os resultados da
atividade antimicrobiana e antifungica (TABELA 24) demonstraram que o extrato bruto

e fracbes nao foram efetivos nas condi¢des testadas.

TABELA 24 - RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIFUNGICA POR
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE EXTRATOS E FRACOES M. evonymoides.

Amostras S. aureus ATCC E. Coli P. aeruginosa C. albicans
CIM pg/mL 25913 ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 14053
EBF >1000 >1000 >1000 >1000
FHF >1000 >1000 >1000 >1000
FCF >1000 >1000 >1000 >1000
FAEF >1000 >1000 >1000 >1000
FRF >1000 >1000 >1000 >1000
EBC >1000 >1000 >1000 >1000
FHC >1000 >1000 >1000 >1000
FCC >1000 >1000 >1000 >1000
FAEC >1000 >1000 >1000 >1000
FRC >1000 >1000 >1000 >1000

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexanica Folhas (FHF), Fragcdo Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracao Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fragdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto
Caule (EBC), Fracao Hexanica Caule (FHC), Fragédo Cloroférmio Caule (FCC), Fracdo Acetato de
Etila Caule (FAEC), Fracdo Remanescente Caule (FRC). Resultados expresso em pg.mL.
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Santos et al., (2008) classifica a atividade antimicrobiana e antifungica quanto
a concentragao capaz de inibir o crescimento do microrganismo. Quando a atividade
€ observada em até 100 pg/mL, a amostra apresenta bom potencial inibitorio,
potencial inibitério entre 100-500 pg/mL indica atividade moderada, potencial inibitério
entre 500-1000 pg/mL indica atividade fraca e quando os resultados séo superiores a
1000 pg/mL séo considerados inativos.

A FIGURA 56 ilustra o resultado negativo de atividade antimicrobiana frente as
cepas E. coli, P. aeroginosa, S. aureus, C. albicans. De acordo com os resultados
apresentados é possivel constatar visualmente que nenhuma das amostras nas
condicbes avaliadas apresentaram atividade antimicrobiana. A coloragcdo vermelha
ocorre pela reducado de TTC indicando a presenca de células ativas, ao passo que a
auséncia de coloragao vermelha indica a inibicado de crescimento do microrganismo
testado. Na avaliagdo da C. albicans é possivel visualizar o crescimento fungico em
todas os pogos (FIGURA 56D) a excegao do controle positivo, indicando auséncia de

atividade antifungica de extratos e fragdes.

FIGURA 56 — RESULTADO DA ACAO ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS E FRACOES DE
Monteverdia evonymoides
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FONTE: A autora (2021).
NOTA: A: E. coli, B: P. aeroginosa, C: S. aureus, D: C. albicans.
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Varios estudos relacionados a atividade antimicrobiana e antifungica foram
conduzidos com espécies do género Monteverdia, dentre eles, M. ilicifolia (Rocha,
2003; Colacite, 2015; Vargas et al., 2020) Maytenus distichophylla (Ferreira, 2014),
Maytenus guianensis (Da Silva et al., 2018), Maytenus imbricata (Rodrigues, 2011),
Maytenus rigida (Santos et al., 2011).

Vargas et al. (2020) comparou a atividade antimicrobiana de extrato aquoso e
extrato hidroalcoolico de M. ilicifolia nas concentragcdes de 30, 60 e 120 pg/mL. O
extrato aquoso apresentou atividade antimicrobiana apenas na concentragcao de 120
Mg/mL contra S. aureus, ao passo que o extrato hidroalcdolico apresentou atividade
antimicrobiana em todas as concentragdes testadas tanto para S. aureus quanto para
P. aeruginosa.

Colacite (2015), em seus estudos apontou atividade inibitoria minima de extrato
bruto hidroalcdolico de M. ilicifolia contra S. aureus e E. coli de 500 ug/mL e 4000
pMg/mL. No mesmo estudo, o autor verificou a concentragao bactericida minima, no
qual ele observou resultado positivo na concentragao de 1000 pg/mL contra S. aureus.

Rocha (2003) fez um estudo comparativo com extratos bruto metandlico e
fracdes entre duas espécies, M. ilicifolia e M. rigida, frente as cepas S. aureus, Proteus
mirabilis, Micrococcus flavus, E. coli pela técnica de difusdo em discos, no qual avaliou
a resisténcia ou sensibilidade. Apenas o extrato bruto metandlico de M. ilicifoilia e M.
rigida apresentou sensibilidade frente S. aureus. Quando avaliado a atividade
antifungica frente C. albicans e C. krusei, nenhuma das amostras apresentou
efetividade.

No estudo conduzido com Maytenus distichophylla, os autores realizaram o
teste de atividade antimicrobiana por meio da metodologia CIM de extrato hexanico
(EHE), extrato cloroférmio (ECL), além de outras fragdes, frente as cepas S. aureus,
B. cereus, E. coli, S. typhimurium e a levedura C. albicans. Dentre todas as amostras
testadas apenas o EHE foi ativo frente ao B. cereus e ECL foi ativo frente a S. aureus
apenas (Ferreira, 2014). Da Silva et al. (2018) conduziu os testes antimicrobianos
com extrato hexanico de Maytenus guianensis e relatou atividade antimicrobiana
frente S. aureus e S. pneumoniae (0,37 yg/mL e 5 ug/mL, respectivamente). Ambos
os autores atribuem a atividade na fracdo hexanica devido a fatores sinérgicos que
podem estar presentes na planta, além dos triterpenos, amplamente encontrados no
género Monteverdia e geralmente concentrados na fragdo mais apolar (Ferreira, 2014;
Da Silva et al., 2018).
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Rodrigues (2011) observou atividade antimicrobiana promissora em extrato,
fracdes e isolados da espécie Maytenus imbricata sobre a S. aureus, S. typhimurium
e sobre C. albicans. O autor atribui os resultados aos componentes fitoquimicos
presentes no caule de Maytenus imbricata, predominantemente os terpenos; em
contrapartida, no ensaio realizado frente A. salina para verificacdo de toxicidade, o
autor observou toxicidade em todas as amostras testadas, com CLso variando entre
0,15 ug/mL e 384,93 ug/mL.

Santos et al. (2011) realizou o estudo da atividade antimicrobiana com extrato
etandlico e fracao acetato de etila de M. rigida contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa;
cepas de Salmonella sp. seguindo a metodologia de difusdo em meio solido e
observou resultado positivo somente contra S. aureus. Bruni et al. (2006) seguiu a
mesma metodologia com extrato etandlico de Maytenus krukovii bark contra
Micrococcus luteus, S. aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus foecalis, Klebsiella
oxytoca, E. coli, P. aeruginosa, Proteus mirabilis e observou resultado negativo em
todas as cepas testadas, com excecgao, da atividade antifungica fraca contra fungo
fitopatogénico P. ultimum (Bruni et al., 2006).

Todos os autores relatam em seus estudos que os resultados variam de acordo
com alguns fatores, a exemplo de: local da coleta, época da colheita, preparo da
amostra, método de extracdo, composicao fitoquimica dos extratos, além do
sinergismo presente na planta (Rocha, 2003; Rodrigues, 2011; Santos et al., 2011,
Ferreira, 2014; Colacite, 2015; Da Silva et al., 2018; Vargas et al., 2020), fato que

pode explicar o resultado negativo observado no presente estudo.
4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

A atividade farmacolégica de M. evonymoides foi avaliada por meio de modelos
de nocicepgdo mecanica (teste da formalina e carragenina). Os testes foram
conduzidos com EBF e EBC.

O teste da formalina € um modelo de nocicepg¢ao quimica, sensivel para varias
classes de drogas analgésicas. Este teste consiste em duas fases diferentes que sao
separadas por tempo, a primeira fase (fase neurogénica) € o periodo de 0 a 5 min e a
segunda fase (fase inflamatéria) medida entre 15 a 30 min; a avaliagdo consiste no
periodo de tempo (em segundos) que cada animal despendeu lambendo a pata

injetada com formalina (Assini; Fabricio; Lang, 2013). A fase inicial, resultante da
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estimulagao quimica direta dos nociceptores € de curta duragéo e se caracteriza pela
ativacao das fibras C devido a estimulos periféricos e se inicia imediatamente apos a
injecdo da formalina; a segunda fase (nocicep¢ao inflamatéria) € um periodo mais
longo e persistente causado por inflamagao tecidual local e também por alteracdes
funcionais no corno dorsal da medula espinhal (Gorzalczany et al., 2011; Da Silva
Almeida et al., 2021).

O modelo da carragenina foi utilizado para verificar a atividade antinoceptiva a
estimulo mecéanico. Trata-se de um polissacarideo sulfatado extraido das algas
marinhas, que ao ser injetado na pele provoca reagao inflamatoria tecidual, por isso é
amplamente utilizado para elucidagdo dos efeitos entiedematogénico de produtos
naturais (Da Silva Almeida et al., 2021). Apresenta duas fases inflamatérias: na
primeira hora, logo apos injegdo da carragenina, ha aumento da permeabilidade
vascular mediada por histamina e serotonina; na segunda hora, o aumento da
permeabilidade é resultado da liberagao de cininas. Na terceira hora, o aumento da
permeabilidade vascular ocorre devido a agéo das prostaglandinas (Favre-Guilmard,;
Chabrier; Kalinichev, 2017). O processo inflamatério gerado por drogas produz
alodinia e hiperalgesia, que podem ser mensuradas por testes mecanicos. O teste de
Von Frey € um ensaio comum em roedores para medir nocicepg¢ao além de ser muito
util para simular condigdes clinicas com sensibilidade cutdnea aumentada (Souza;
Casais-e-Silva; Aguiar, 2020).

4.10.1 Nocicepgao induzida por formalina

Os resultados apresentados na FIGURA 57 mostram que no teste da formalina
o EBF da M. evonymoides administrado aos animais produziu uma inibicdo na
primeira fase (fase neurogénica) em todas as doses. Na segunda fase (inflamatdria)
as doses de 30, 100 e 300 mg/kg produziram efeito antinociceptivo quando comparado
ao grupo controle.

Em relacao a inibicdo média foi possivel observar que na primeira fase todas
as doses apresentaram porcentagem de inibicdo similar, sendo de 29 £ 4% em 300,
37 £ 7% em 100, 38 +4% em 30, 34 £ 9 % em 10 e 31 £ 8 % em 3 mg/kg. Na segunda
faze a porcentagem de inibicdo foi mais pronunciada na concentragdo de 300mg/kg

com 46 £ 8 %, seguida de 39 + 5 % na concentracdo de 30mg/kg.
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FIGURA 57 — EFEITO DO EBF DE M. evonymoides NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA
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FONTE: A autora (2024).

NOTA: Efeito do EBF (3-300mg/kg v.0.) na fase neurogénica (painel A) e na fase infamatdéria (painel
B) da nocicepcéo induzida por formalina. As colunas representam a média + desvio padrao de 6 a 8
animais. C: controle formalina; EBF: extrato bruto de folhas; s: segundos. Os niveis de significancia
séo indicados por ** p < 0,01 e * p < 0,05 quando comparados com o grupo controle (ANOVA de uma
via seguida do teste Newman-Keuls).

A formalina € um estimulo quimico que produz uma nocicepg¢ao bifasica
distinta. Em camundongos, a primeira fase inicia-se logo apds a injecao e se estende
até 5 min, seguida pelo periodo quiescente, no qual ocorre a diminuigdo da
sensibilidade. Na sequéncia inicia-se a segunda fase de nocicepgédo em torno dos 15
min até 30 min (Araujo et al., 2008). Estas fases tém propriedades diferentes e séo
ferramentas muito Uteis, pois além de avaliar a poténcia de analgésicos, também
auxiliam na elucidacdo dos mecanismos de dor e analgesia. Os analgésicos
apresentam agao diferente na primeira e segunda fase. A morfina, um farmaco opioide
de agao central que atua na via cininérgica, inibe a primeira e a segunda fase, por
esse motivo € amplamente utilizada como controle (Hunskaar et al., 1985). Farmacos
como a dexametasona, hidrocortisona e indometacina inibem somente a segunda fase
que esta relacionada a uma acao periférica (Araujo et al., 2008).

No estudo conduzido por Veloso et al. (2014) com raizes de M. imbricata os
autores observaram um efeito antinociceptivo do extrato bruto, extrato metandlico e
extrato acetato de etila significativo em comparagao com o grupo controle. Quando o
experimento foi realizado com o componente isolado tingenona a inibigdo observada
foi na segunda fase do teste da formalina em comparagdo ao grupo controle
demonstrando, dessa forma, agdo na primeira e segunda fase (Veloso et al., 2014).
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Extratos obtidos por decoccdo das folhas da espécie M. truncata exibiram
consideravel atividade antinociceptiva e antiedematogénica no teste de edema de
pata induzido por formaldeido, mostrando que a dose de 120 mg/kg do decocto
apresentou melhor efeito antinociceptivo que as demais doses estudadas (Fonseca et
al., 2007).

A atividade antinociceptiva de extrato etandlico e fracdo acetato de etila de
Maytenus rigida Mart., bem como o componente isolado (-)-4'-metilepigalocatequina
(MEGC), foi demonstrada in vivo. Os autores observaram inibig&o significativa da fase
inicial e da fase secundaria da dor induzida por formalina (50 e 26,5%,
respectivamente) com a administragcdo oral de MEGC, enquanto a indometacina
(controle) inibiu apenas a segunda fase do ensaio (41,2%) (Martins et al., 2012).

Da mesma forma, Concei¢cdo (2010) observou que o extrato etandlico da
entrecasca da M. rigida quando administrado por via oral foi capaz de inibir tanto a
primeira fase quanto a segunda-fase da nocicepcao induzida pela formalina em
camundongos. O autor sugere que a agao antinoceptiva se deu através de
participacado de receptores opidides e/ou inibicdo da COX e, consequentemente, da
sintese de PGs (Conceigao, 2010).

Diante do exposto e considerando o potencial farmacoldgico descrito no género
Monteverdia, pode-se afirmar que o extrato de folhas M. evonymoides apresenta
potencial farmacoldgico promissor, porém, mais estudos se fazem necessarios para

comprovar o efeito antinociceptivo e elucidar o mecanismo de acéo envolvido.

4.10.2 Nocicepgao induzida por carragenina

Os resultados relacionados a nocicepgao induzida pela injecéo intraplantar de
carragenina s&o ilustrados na FIGURA 58. Os dados demonstram que o limiar
mecénico dos animais tratados com o EBF (Painel A) nas concentragcbes 30 e 100
mg/kg nao diferiu do controle, indicando que o extrato das folhas nao apresenta efeito
antinociceptivo nessas concentragdes. Por outro lado, na concentragao de 300 mg/kg,
0s animais apresentaram um limiar mais elevado, semelhante ao controle
dexametasona, o que poderia indicar um efeito antinociceptivo e/ou antiinflamatério

do extrato nessa concentragéo. Por sua vez, o EBC (Painel B) apresentou um limiar
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mais elevado na concentracdo de 100 mg/kg, indicando um possivel efeito
antinociceptivo e/ou antiinflamatério nessa concentragdo. Tais efeitos foram
observados no tempo de 30 minutos, mas nédo se estenderam nos demais tempos

avaliados (2 e 4 horas), indicando uma resposta de curta duragéo

FIGURA 58 — EFEITO DO EBF E EBC NA NOCICEPCAQO INDUZIDA POR CARRAGENINA
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NOTA: Painel A:efeito no EBF (extrato bruto de folhas); Painel B: efeito no EBC (extrato bruto do
caule)

O edema da pata induzido por carragenina € um modelo de inflamacao aguda
caracterizada por uma fase inicial na qual ocorre o aumento da permeabilidade
vascular que envolve uma resposta gradual e complexa (Winter et al., 1962). Estao
relacionados a essa resposta a liberacdo de varios mediadores inflamatdrios, tais
como bradicinina, histamina, prostaglandinas e serotonina (Di Rosa et al., 1971). A
presenca de flavonoides, triterpenos e esteroides confirmados no perfil fitoquimico de
M. evonymoides pode estar relacionado a esse efeito antinociceptivo.

A investigacao fitoquimica realizada com espécies de Monteverdia mostrou
que os triterpenoides isolados exibem potentes efeitos inibitérios na producédo de
prostaglandina E2 (PGE2) em macrofagos de camundongos estimulados com uma
endotoxina bacteriana (Reyes et al., 2006). Os flavonoides atuam modulando células
envolvidas com a inflamagao, inibindo a produgcdo de citocinas pro- inflamatérias,
modulando a atividade das enzimas da via do acido araquiddnico, tais como
fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem a enzima
formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (iINOS), portanto, estéo

relacionados a varios processos bioldgicos, como atividades anti-hepatotdxica,



187

antialérgica, anti-inflamatéria, antiosteoporética e antitumoral (Coutinho; Muzitano;
Costa, 2009).

A atividade anti-inflamatéria de extratos etandlicos das folhas, caules e raizes
de M. heterophylla e folhas e caules de M. senegalensis foram testados in vivo em
ratos Wistar albinos, pelo método de edema de pata induzido pela carragenina. Os
autores observaram um efeito antiedematogénico significativo das folhas de ambas
as especies na inflamacéo local aguda e ainda, com auséncia de sinais de toxicidade
aguda e subaguda dos mesmos extratos (Silva et al., 2010).

Extratos hexano e acetato de etila de folhas de M. ilicifolia foram testados no
modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar, na dose de 320
mg / kg, resultando em diminuicdo do edema de forma significativa e semelhante ao
efeito da indometacina (controle) (Jorge et al., 2004).

A atividade antinociceptiva e antiinflamatoéria do extrato etandlico e fragao
acetato de etila de Maytenus rigida Mart., bem como o componente isolado (-)-4'-
metilepigalocatequina (MEGC), foi testada por Martins et al (2021). Os autores relatam
efeitos dos extratos sobre a dor inflamatéria, enquanto a supressdo da dor
neurogénica e inflamatéria de MEGC sugere uma forte indicacdo da presencga de
efeitos central e periférico e seu potencial analgésico e anti-inflamatério (Martins et al.,
2012).

Ha relatos na literatura que a friedelina apresenta acao anti-inflamatodria,
analgésica e antipirética. Os autores acreditam que o mecanismo de agao esta
relacionado com a inibicdo da sintese ou liberacdo de mediadores infamatorios
(Antonisamy; Duraipandiyan; Ignacimuthu, 2011). Ressalta-se que uma mistura de
friedelina e friedelinol foi isolada e identificada no presente estudo e podem estar
associados a atividade antinociceptiva observada.

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que os extratos brutos
etandlicos de folhas e caules de M. evonymoides podem apresentar efeito
antinociceptivo no modelo da injec&o intraplantar de carragenina, uma vez que as
doses de 100 mg/kg (EBC) e 300 mg/kg (EBF) aumentaram o limiar de sensibilidade
mecéanica dos animais. Porém, embora essa diferenca apareca visualmente nos
graficos, estatisticamente o resultado n&o € conclusivo, pois a alta variabilidade
intragrupos caracteristica desse tipo de avaliagdo conduziu a um valor elevado no

desvio padrao.
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5 CONCLUSAO

As caracteristicas morfoanatbmicas observadas neste estudo quanto a
identificacdo dos tipos de estdmatos hipoestomaticos e a classificagdo do formato e
proeminéncia da nervura central, presenca de tricomas glandulares n&o tectores
evidenciados na lamina foliar, somados a incidéncia de agregados de placas de
cristais presentes no peciolo auxiliam na identificacdo de Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral e colaboram com sua caracterizacdo morfoanatémica, auxiliando na
diferenciagao entre as espécies deste género, além de ser a primeira referéncia em
microscopia para a espécie. Outro achado relevante do estudo fora evidenciado nos
testes histoquimicos, o estudo apontou a presenga de compostos lipofilicos,
compostos fendlicos e lignina. A presenca de compostos lipofilicos esta relacionada a
capacidade da espécie de evitar a dessecacao, além de auxiliar no impedimento de
entrada de patogenos. Os compostos fendlicos por sua vez, além de auxiliar na defesa
da planta contra patogenos e herbivoros, possuem papel importante na polinizagao,
na protecdo contra os raios ultravioletas, no suporte mecanico e na redugédo do
crescimento de plantas competidoras adjacentes. Estudos com espécies do género
Monteverdia apontam que as atividades farmacologicas estdo relacionadas a
presenca de compostos fendlicos, dentre as quais destacam-se atividade anti-
inflamataria, atividade antinoceptiva, atividade antiulcerogénica, entre outras. A lignina
por sua vez desempenha papel fundamental no fortalecimento do caule e tecido
vascular, é responsavel pelo transporte de agua e nutrientes, permitindo dessa forma
o crescimento ascendente, ademais, participa ativamente na protecdo contra
herbivoros, bloqueia o crescimento de patdégenos, sendo uma resposta frequente
contra lesdes e infecgdes.

Em relagéo as analises fisico-quimicas, teor de agua e cinzas totais, extratos e
fracdes de M. evonymoides apresentaram resultados dentro dos limites preconizados
na Farmacopeia Brasileira 62 edicao.

O extrato bruto etandlico obtido a partir das folhas e caule de M. evonymoides
foi fracionado com solventes de polaridade crescente originado as fragdes hexano
(FHF e FHC), cloroférmio (FCF e FCC), acetato de etila (FAEF e FAEC) e
hidroalcoolico residual (FRF e FRC).
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O extrato bruto ceténico obtido a partir das folhas e caule de M. evonymoides
foi fracionado com solventes de polaridade crescente originando as fragdes hexano
(FHFC e FHCC), cloroformio (FCFC e FCCC), acetato de etila (FAEFC e FAECC) e
cetdnico residual (FRFC e FRCC).

Na triagem fitoquimica realizada a partir de reagdes de caracterizagdo foram
identificados no extrato aquoso a presenca de taninos hidrolisaveis, taninos
condensados e acidos fixos. No extrato hidroalcoolico foi identificado a presenca de
alcaloides na FH e FC, flavonoides no EB, FC e FAE, esteroides e triterpenos foram
observados no EB, FC e FAE.

A FCF foi submetida a cromatografia em coluna e resultou em um precipitado
denominado FCF02B, sendo identificado por uma mistura de esteroides: campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol.

A FCFC foi submetida a cromatografia em coluna e resultou em um precipitado
denominado 1BCCL. O mesmo processo ocorreu com a FAEFC e este resultou em
um precipitado denominado 2EBCAE. Apds analise por RMN foi constatado que os
dois precipitados obtidos se tratavam dos mesmos compostos, sendo identificados
como uma mistura de friedelina e friedelinol.

Em relagédo a quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides foi possivel
observar teor significativo na FAEC seguida do EBC. Na avaliagdo de atividade
antioxidantes, trés ensaios foram aplicados, a exemplo de captura do cation radical
ABTS-+, capacidade sequestrante do DPPHe e poder de redugéo do ferro (FRAP), os
resultados revelaram que M. evonymoides pode ser uma fonte promissora de
antioxidantes naturais. Foi possivel observar a correlagcdo entre a quantificacdo de
fendlicos totais e flavonoides com a atividade antioxidante por meio da correlacédo de
Pearson.

Com relagao ao ensaio de toxicidade preliminar sobre Artemia franciscana, as
amostras testadas apresentaram CLso maior que 1000 pg/mL, n&do apresentando
toxicidade. Sobre o ensaio de atividade hemolitica, todas as amostras testadas
apresentaram resultados semelhantes ao padrao Rutina, ndo causando hemdlise das
hemacias e, portanto, ndo apresentaram toxicidade.

No teste alelopatico foi possivel observar inibigdo no IVG, influéncia inibitéria
no crescimento de radicula e hipocétilo de L. sativa, os mesmos resultados foram
observados quando a semente alvo foi A. cepa tanto no IVG, radicula e coledptilo,

caracterizando potencial alelopatico em monocotiledéneas e dicotiledéneas.
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Na verificacdo da atividade larvicida com excecdo da FRF e FHF todas as
amostras testadas apresentaram CL50 < 200 pg/mL, revelando potencial no controle
de larvas de terceiro estadio. Em relacédo ao perfil de mortalidade € possivel verificar
acentuada mortalidade na concentragdo de 1000 ug/mL. Todas as fracbes de caule
apresentaram mortalidade acima de 90% + 0,5. Em relagao as amostras das folhas, a
FAEF apresentou a taxa de mortalidade de 95% * 0,5 e o EBF, FCF e FHF
apresentaram (87,5% = 0,95), (85% * 0,5) e (82% = 0,5) respectivamente.

Quanto a avaliagdo da atividade antimicrobiana extrato e fragdes nao foram
efetivos nas condi¢des testadas.

Em relagdo a nocicepcéao induzida por formalina o extrato bruto etandlico de
folhas e caules de M. evonymoides se mostraram promissores. Na avaliacdo da
nocicepg¢ao induzida por carragenina se faz necessario mais estudos para comprovar
a sua efetividade, uma vez que o numero de animais testados nao representou um n

satisfatorio.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo das caracteristicas morfoanatdémicas, fitoquimicas, potencial
antioxidante e atividades biologicas de folhas e caule de M. evonymoides contribui
para ampliagdo do conhecimento cientifico a respeito dessa espécie da biodiversidade
brasileira.

O estudo morfoanatdmico promoveu a identificacdo de M. evonymoides
(Reissek) Biral e diferenciacao entre as espécies deste género, além de ser a primeira
referéncia em microscopia para a espécie.

As substancias isoladas de FCF02B e 2EBCAE oriundas das folhas e caules
de M. evonymoides nao sao inéditas no género, porém o isolamento destas nesta
especie até o presente momento n&o havia sido relatado.

Diante do exposto neste trabalho pelas amostras obtidas das folhas e caules
de M. evonymoides €& possivel inferir a ela propriedades capazes de influenciar
sistemas bioldgicos, sendo considerada espécie interessante para investigagdo de

atividades farmacoldgicas e o desenvolvimento de futuros medicamentos.
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APENDICE C - CURVAS ANALITICAS PARA DOSEAMENTO DE
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

A Acido Galico
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FONTE: A autora (2021).
Nota: A — curva analitica do acido galico para doseamento de compostos fendlicos totais;
B — curva analitica da catequina para doseamento de flavonoides totais.



APENDICE D

- CURVAS ANALITICAS DO TROLOX PARA

AVALIAGAO DA PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE
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FONTE: A autora (2021).

220

Nota: Curvas analiticas do padrao Trolox para determinacéo da propriedade antioxidante de extratos
Brutos e fragdes semipurificadas obtidos das folhas de M. evonymoides via 3 metodologias:
A —reducgao do radical ABTSe<+; B —reducéao do radical DPPHe; C — FRAP.
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RESUMO: Aedes acgvpri (Diptera: Culicidag) ¢ o prncipal vetor das arboviroses
dengue, zika, clikungunya ¢ fecbre amarcla. A busca por insclicidas naturais para
combater o mosquito ganha destaque nos paises de clima tropical. Considerando a
atividade larvicida presente no género Monteverdia o objetivo do estudo foi avaliar o
potencial larvicida dos extratos e fra¢des da espécie Monteverdia evorymoides (Reissek)
Biral. © material vegetal ([olhas e galhos) [oi seco a temperatura ambiente, foi moido e
submetido a extragio em Soxhlet modificado. A toxicidade foi avalisda por meio do
bioensaio com Artemia safing L. As larvas de Adedes aegppri foram exposlas nas
concentragdes 10, 100, 500 ¢ 1000 pe.mL-t. Apos 24H foi realizada a leitura da
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