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RESUMO

A familia Myrtaceae no Brasil é uma das familias mais importantes, compreendendo 23
géneros e aproximadamente 130 espécies. A espécie Myrcia rostrata DC. popularmente
conhecida como “folha mitida” ou “guamirim-chordo” € comumente encontrada em florestas
sul-americanas e em algumas Unidades de Federacdo que possuem parte do Cerrado, como
em Goids, Distrito Federal, Mato Grosso entre outros Estados. O objetivo geral deste trabalho
foi estabelecer pardmetros farmacogndsticos para o controle de qualidade da M. rostrata e
analisar a atividade antimicrobiana das folhas e cascas do caule desta espécie. Para isso, na
descricdo macroscdpica e na realizacdo dos cortes para a andlise microscépica, o material
botanico foi utilizado fresco. J4 para a microscopia de pds, determinacdo do teor de
substincias voldteis, determinacdo de cinzas totais e insoldveis em &cido, pesquisa e
quantificagdo de constituintes fitoquimicos, obtengcdo do extrato bruto etandlico e fragdes e na
extracdo do 6leo essencial, as cascas foram dessecadas em estufa com circulagio forcada a
40°C e as folhas ao ar livre. A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM) foi utilizada para a caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais, o teste de
microdilui¢@o seriada em caldo para a avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacao
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para a obtengdo dos cromatogramas das fracdes aquosa (FAqC) e diclorometano
(FDC) das cascas do caule de M. rostrata. As folhas desta espécie sdo simples de consisténcia
menbranacea, com coloragdo verde-escura brilhante na superficie adaxial e verde-escuro
opaco na abaxial. Microscopicamente sdo hipoestomaéticas, apresentam numerosos tricomas
tectores unicelulares, tém cavidades secretoras e idioblastos com cristais prismaticos. As
cascas do caule sdo encurvadas e o aspecto da superficie externa € caracterizado como
espesso, fissurado e estriado sendo que possuem coloragdo marrom-escura. Quando
analisadas microscopicamente ¢ possivel visualizar a periderme, esclereides e séries
cristaliferas. Na prospec¢do fitoquimica foram detectados O6leo essencial, taninos e
flavonoéides, tanto nas folhas como na casca do caule. O teor de fendis totais, taninos que
precipitam proteina, taninos hidrolisdveis e flavondides nas folhas foram de 7,53% = 0,14,
4,65% + 0, 65,39% + 1,70 e 2,83% =+ 0, para as cascas do caule foram de 10,06% + 0,06,
9,60% + 0,60, 29,53% + 0,52 e 0,38% =+ 0,009. Na analise dos Oleos essenciais de seis
constituintes identificados o espatulenol (51,39%) e globulol (6,88%) foram os componentes
majoritdrios na casca e juntamente com o [-Cariofileno estes compostos também
predominaram nas folhas, onde foram identificados 32 constituintes. Portanto, os
hidrocarbonetos sesquiterpenos e os sesquiterpenos oxigenados predominaram nos 6leos
essenciais das folhas e cascas de M. rostrata. Na andlise da atividade antimicrobiana o dleo
essencial extraido das folhas de M. rostrata apresentou atividade antibacteriana moderada
com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 250 pg/mL para a bactéria Gram (-)
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 e paratodas as bactérias Gram (+) testadas, o extrato
bruto das folhas inibiu bem os fungos com CIM de 31,25 ug/mL para as espécies Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida parapsilosis 11-A, Candida albicans 02 e Cryptococcus
gatti L1, para o Cryptococcus neoformans ATCC 28957 e Cryptococcus neoformans L2 a
CIM foi de 15,62 pg/mL. Das fragdes das folhas e cascas do caule testadas as que
apresentaram menores Concentragdo Inibitéria Minima foi a FAQC contra Cryptococcus
neoformans ATCC 28957 (7,81 pg/mL) e Cryptococcus gatti L1(15,62 ng/mL) e a FDC
contra as bactérias Gram (-) Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (23,43 ug/mL ) e contra a
bactéria Gram (+) Bacillus subtilis ATCC 6633 (93,75 pg/mL). Os resultados obtidos
contribuem para a identifica¢do da espécie M. rostrata além de demonstrarem o seu potencial
antimicrobiano.

Palavras-chave: Controle de Qualidade. Atividade antimicrobiana. Myrtaceae. Folha midda.



ABSTRACT

The family Myrtaceae in Brazil is one of the most important families, comprising about 23
genera and 130 species. The specie Myrcia rostrata DC. popularly known as "folha midda" or
"guamirim chor@o" is commonly found in South American forests and in some units that are
part of the Federation Cerrado, as in Goias, Distrito Federal, Mato Grosso and other states.
The aim of this study was to establish parameters pharmacognostic for quality control of M.
rostrata and analyze the antimicrobial activity of the leaves and stem bark of this species. For
this, the macroscopic description and implementation of the sections for microscopic analysis,
the plant material was used fresh. As for the post microscopy, determination of volatile
substances, total ash and acid insoluble, research and quantification of constituent
phytochemicals, obtaining of crude ethanol extract and fractions and essential oil extraction,
the shells were dried in an oven with forced circulation at 40 ° C and leaves outdoors. The gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC / MS) was used to characterize the
chemistry composition of essential oils, the test of serial broth microdilution for antimicrobial
activity and Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) to obtain the chromatograms of the aqueous fractions (FAqC) and
dichloromethane (FDC) from the stem bark of M. rostrata. The leaves of this species are
simple menbranacea consistency, with shiny dark green on the adaxial surface dark green and
opaque in the abaxial. Microscopically hypostomaticare present numerous unicellular
trichomes have secretory cavities and idioblasts with prismatic crystals. The shells are curved
stem and appearance of the outer surface is characterized as thick, fissured and striatum of
which have dark-brown color. When examined microscopically is possible to visualize the
periderm, sclereids and crystal series. Were detect in the phytochemistry essential oil, tannins,
flavonoids and terpenes both the leaves and the bark of the stem. The total phenols content,
tannins that precipitate proteins, hydrolysable tannins and flavonoids in the leaves were
7,53% + 0,14, 4,65% + 0, 65,39% + 1,70 and 2,83% =+ 0, for the stem bark were 10,06% =+
0,06, 9,60% = 0,60, 29,53% + 0,52 and 0,38% =+ 0,009. In the analysis of essential oils from
six constituencies identified spathulenol (51.39%) and globulol (6.88%) were the major
components in the shell, together with the B-Caryophyllene these compounds also
predominated in the leaves, which were identified 32 constituents. Therefore, the
sesquiterpene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes predominated in the essential oils
from leaves and bark of M. rostrata. In the analysis of the antimicrobial activity of essential
oil extracted from leaves of M. rostrata showed moderate antibacterial activity with minimum
inhibitory concentration (MIC) of 250 mg / mL for Gram (-) Enterobacter aerogenes ATCC
13048 and for all Gram (+) tested, the crude extract of leaves inhibited fungi with MIC 31.25
mg / mL for the species Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida parapsilosis 11-a, 02
Candida albicans and Cryptococcus gattii L1, Cryptococcus neoformans ATCC 28957 and
Cryptococcus neoformans L2 CIM was 15.62 mg / mL. Fractions of the leaves and stem bark
tested showed the lowest minimum inhibitory concentration was FAqC against Cryptococcus
neoformans ATCC 28957 (7.81 mg / mL) and Cryptococcus gattii L1 (15.62 mg / mL) and
the FDC against Gram (-) Enterobacter aerogenes ATCC 13 048 (23.43 mg / mL) and against
Gram (+) Bacillus subtilis ATCC 6633 (93.75 mg / mL).The results contribute to the
identification of the species M. rostrata and demonstrate its potential for treating diseases
caused by micro-organisms.

Keywords: Quality control. Antimicrobial activity. Myrtaceae. Folha midda.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, milhares de compostos naturais sdo conhecidos e hd uma incansavel
busca por novos compostos. O avanco da quimica sintética, combinatéria e dos screenings em
alta escala, contribuiram para o uso dos produtos naturais como fontes de descoberta de novos
farmacos (KINGSTON, 2011). Segundo Newman e Cragg (2007) de 1981 a 2006,
aproximadamente dois ter¢os de novos farmacos sintetizados originaram-se de produtos

naturais, principalmente vegetais.

Nos tltimos anos o tratamento com medicamentos a base de plantas medicinais tem
aumentado, principalmente no caso de doencas cronicas, cujos resultados do tratamento pela
medicina convencional nem sempre sdo satisfatorios. O Brasil tem um enorme potencial nesse
campo. E fundamental que a comunidade médica assim como outros profissionais da drea da
saude ligados 4s universidades atentem para esse potencial, para que possa ser melhor

aproveitado (BOTSARIS; MACHADO, 1999).

O Cerrado ¢ a segunda maior zona de vegetagdo do pais € natural que as espécies que
compdem esta vegetacdo tenham forte insercdo na medicina popular. E um melhor
aproveitamento das riquezas desse bioma poderia ser conseguido através da andlise quimica e,
paralelamente, a investigacdo da atividade biolégica de suas espécies vegetais (GUARIM

NETO et al., 2003).

Uma das familias de grande importincia neste bioma ¢ a Myrtaceae. Esta familia
compreende aproximadamente 140 géneros, com cerca de 3.000 espécies subdivididas em
duas subfamilias, a Mytoideae e Leptospermoideae. No Brasil, esta é uma das familias mais
importantes, compreendendo 23 géneros e aproximadamente 130 espécies, sendo que, na flora
brasileira, todos os representantes nativos pertencem a subfamilia Mpyrtoideae.

(LIMBERGER, 2004; JUDD et al., 2009).

Dentre as espécies dessa familia que mais se destacam na literatura estdo a Psidium
guajava L. (goiaba), Eucalypttus globulus L. (eucalipto) e espécies do género Eugenia, como
Eugenia punicifolia (Kunth.) DC. (pitanga-de-folha-fina), Eugenia jambos L. (jambo),
Eugenia uniflora L. (pitanga) e Eugenia dysenterica DC (cagaita) (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001; DI STASI et al., 2002; SOUZA et al., 2002; PESSINI et al., 2003;
PALHARES, 2003; CRUZ; RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2007;

FIUZA et al., 2008). Porém existem outras espécies desta familia que apresentam estudos
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farmacognésticos, como Syzygium aromaticum (L.) Merr e Perry, Psidium widgrenianum
Berg., Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg, Marliera tomentosa Camb., Pimenta
pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum, Corymbia calophylla (Lindl.) K.D.Hill e L.A.S.
Johnson, dentre outras (DORMAN; DEANS, 2000; DONATO; MORRETES, 2005; PAULA
et al., 2008; GOMES et al., 2009; DOLL-BOSCARDIN et al., 2010).

Algumas das espéies citadas sdo empregadas principalmente em distirbios
gastrointestinais, estados hemorragicos e doencas infecciosas, podendo sua acdo estar
relacionada a propriedade adstringente presentes na planta. Também sdo relatadas atividades
antimicrobiana, antimutagénica, hipoglicémica, antioxidante, anti-inflamatéria e diurética
(FERNANDEZ et al., 2001; RODRIGUES; CARVALHO, 2001; GONDIM et al., 2006;
AMARAL et al., 2006; IHA et al., 2008). As partes da planta utilizadas pelas propriedades
medicinais sdo as folhas, casca e os frutos, sendo alguns comestiveis (RODRIGUES;

CARVALHO, 2001; CRUZ; KAPLAN, 2004).

Nesta familia existem espécies com utilizacdo popular que fazem parte de
Monografias da Farmacopéia Brasileira V Edicdo (BRASIL, 2010). Dessa forma, é
imprescindivel a existéncia de referéncias morfoldgicas e anatdmicas com as quais as
amostras das espécies possam ser confrontadas, garantindo assim a autencidade. Isso é
importante porque entre as plantas, muitas espécies podem ser confundidas morfologicamente
e por apresentarem os mesmos nomes populares (DONATO; MORRETES, 2011). Farias
(2004) ressalta que a identificacdo rigorosa das plantas e o estabelecimento de pardmetros de
qualidade necessdrios a utilizacdo das mesmas, além de garantir um uso seguro, evita fraudes
e intoxicacdes por utilizacdo do material mal identificado. Nas espécies americanas de
Myrtaceae, as espécies se assemelham bastante morfologicamente, logo a identificacio e
classificagdo das mesmas ¢ algo trabalhoso (MCVAUGH, 1968, apud DONATO;
MORRETES, 2011). Portanto, os caracteres anatdmicos ganham importancia nesta familia,
por acrescentarem dados ao conjunto de informacdes que possibilitam a diagnose das espécies

vegetais.

Outro exame necessdrio na identificacdo de produtos naturais tecnologicamente
processados das espécies de Myrtaceae € o microscopico. Segundo Jorge et al. (2005),
esse tipo de exame permite a identificacdo de fraudes e adulteragdes na matéria-prima

vegetal.
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O género Myrcia DC. é um dos géneros americanos de Myrtaceae, com mais de 300
espécies distribuidas do México até o sul do Brasil. Algumas espécies desse género possuem
amplo espectro de atividades farmacoldgicas, tais como propriedades hipoglicemiante,
diurética, hipotensora, antagonista da bradicinina (MORS; GRUNE, 1978), antidiarréica
(ALMEIDA, 1993), antimicrobiana (CERQUEIRA et al., 2007) e antitumoral (HECHT,

1984), além da atividade hepatoprotetora comprovada por Xu et al. (2009).

As folhas da Myrcia multiflora (Lam.) DC. (pedra-ume-cad) sdo utilizadas como
hipoglicemiante na forma de infuso ou decocto e possuem atividade antidiabética atribuidas
ao isolamento da mirciatricina I e mirciafenona B. Essa atividade estd associada a inibicdo das
enzimas aldose redutase e alfa-glicosidase. Estudos farmacoldgicos demonstraram atividade
de extratos de folhas de Myrcia fallax (Rich.) DC. contra células tumorais do tipo KB
(LIMBERGER, 2004).

Virios s@o os estudos na literatura a respeito do 6leo essencial extraido de partes
dos vegetais da familia Mpyrtaceae, principalmente das folhas, sendo a atividade
antimicrobiana, a principal ac@o analisada nesses compostos (LIMBERGER et al., 2001;
FRANCO et al., 2005;. MAGINA et al., 2009). O potencial antimicrobiano dos 6leos
essenciais das folhas de Myrcia fallax (Rich). e Myrcia myrtifolia variou de bom a
moderado contra bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus ATCC 24923 e o dleo
essencial dessa ultima espécie € ativo na inibi¢do do crescimento de Candida albicans e

Cryptococcus neoformans (CERQUEIRA et al., 2007, ALARCON et al., 2009).

A antibioticoterapia ndo é uma metodologia com garantida de resposta ao tratamento
de microrganismos patogénicos. Isso ocorre devido a alta resisténcia desses seres vivos frente
aos antibidticos, principalmente pelo uso popular excessivo desses medicamentos (SILVA,
2006; OSTROSKY et al., 2008). Por tanto, a busca por drogas antibacterianas derivadas de

plantas teve um grande impulso nos dltimos anos (COELHO et al., 2004).

Os compostos naturais podem agir nos microrganismos através de mecanismos como
desintegracdo da membrana citoplasmadtica, desestabilizacdo da for¢a préton motriz (FPM),
fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do conteido da célula. Nem todos os
mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo algum sitio ser afetado em

consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).
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Dentre os microrganismos que dificilmente possuem o crescimento inibido por estes
compostos estd a bactéria Gram (-) Escherichia coli. Uma espécie versatil, podendo ser
comensal ou causadora de infecgcdes intestinais, urindrias, septicemias, meningites entre
outros (ALBERT et al., 1995). A bactéria Gram (+) Staphylococcus aureus, um pouco mais
facil de ser inibida, pode causar infeccdo em qualquer sistema de 6rgéos e as piores infec¢des
sdo a bacteremia, endocardite, sendo as mais associadas a complicagdes e alta taxa de
mortalidade (PETTI, 2003) e infeccdes do trato respiratério (KANAFANI, 2006). No geral, o
género Staphylococcus € encontrado na forma de cocos Gram-positivos ou agrupados em
cachos. Esses Microrganismos sdo anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos com
temperatura de crescimento variando entre 7 °C a 48,7 °C e podem produzir enterotoxina em

temperaturas variando de 10°C a 46°C (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os fungos também apresentam dificil inibi¢do. Segundo Cuenca-Estrella e Rodriguez-
Tudela (2007), a levedura Candida albicans é atualmente responsavel por quase 50 % de
todas as candidiases, e estd em quarto lugar nas infec¢Ges nosocomiais. J4 o fungo
Cryptococcus neoformans tem se convertido em uma das causas mais habituais de
meningoencefalites em adultos devido a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida

(SIDA) (MAGINA et al., 2009).

Existem diversos microrganismos patogé€nicos que ja ndo sdo sensiveis a agdo de
antibidticos de amplo espectro de agdo como Gentamicina, Vancomicina, Cloranfenicol e a
medicamentos antifingicos como o Itraconazol. Por isso, espécies vegetais com potencial
antimicrobiano desconhecido devem ser avaliadas para que novos compostos naturais capazes

de inibirem o crescimento bacteriano e flingico sejam descobertos.

No género Myrcia, ainda existem espécies sem investiga¢do cientifica. A espécie
Mpyrcia rostrata DC., por exemplo, é popularmente conhecida como “folha midda” ou
“guamirim-chordao” € comumente encontrada em florestas sul-americanas e em algumas
Unidades de Federacdo que possuem parte do Cerrado, como em Goids, Distrito Federal,
Mato Grosso entre outros Estados (Figura 1A). No ecossistema, M. rostrata é muito
importante como nticleo de atracdo da avifauna na dispersdo de sementes, sendo indicada para
a composi¢do de plantios heterogéneos destinados a restauracio de ambientes fluviais ou

ripdrios e a recuperacdo de dreas degradadas. Suas flores pequenas, brancas e hermafroditas

(Figura 1B) s@o polinizadas por abelhas, como de costume na familia Myrtaceae, e o pdlen € a
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unica recompensa oferecida as abelhas sociais dos géneros Trigona, Apis e Augochloropsis

(CARVALHO, 2005).

Figura 1. Mapa da distribui¢do da espécie Myrcia rostrata DC. (folha-midda) no territtério
brasileiro e sua inflorescéncia.
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Fonte: Embrapa Florestas, Brasilia, 2005.

Nio sdo encontrados na literatura, estudos que fornecam subsidios farmacognésticos
para o estabelecimento dos parametros de controle de qualidade da matéria-prima vegetal de
M. rostrata. Por isso considerando a representatividade da familia Myrtaceae no Cerrado
brasileiro e ainda a escassez de investigagdes da atividade bioldgica dessa espécie, neste
trabalho encontra-se o estudo farmacogndstico e da atividade antimicrobiana das folhas e

cascas do caule da M. rostrata.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estabelecer pardmetros farmacognésticos para o controle de qualidade da M. rostrata

e analisar a atividade antimicrobiana das folhas e cascas do caule desta espécie.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a analise morfoanatomica das folhas e cascas do caule da M. rostrata;

e Realizar testes de pureza que contribuem no controle de qualidade de matérias-

primas obtidas desta espécie;

e Verificar os principais metabdlitos secundarios presentes nas folhas e cascas do

caule da M. rostrata;

® Quantificar fendis totais, taninos e flavondides nas folhas e cascas do caule da

espécie em estudo;

e Extrair e identificar os principais constituintes quimicos dos dleos essenciais das

folhas e cascas do caule da M. rostrata;

e Avaliar in vitro, a atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto e O6leo
essencial das folhas e das fracdes hexanica, diclorometano, acetato de etila e aquosa

do extrato das folhas e cascas do caule da M. rostrata.



18

3 METODOLOGIA

3.1 Material Botanico

A espécie M. rostrata foi coletada e identificada pelo Prof. Dr. José Realino de Paula
na Fazenda Lageado localizada no municipio de Hidrolandia — GO (16° 53* 59,4” S e 49° 13’
29,47 W a 786m de Altitude). As amostras de folhas e cascas do caule foram coletadas de um
unico individuo adulto em abril/2010. A exsicata foi preparada e depositada no Herbdrio da

Universidade Federal de Goids sob registro UFG- 45519.

Para a descricdo macroscopica e na realizacdo dos cortes para a andlise microscopica,
o material botanico foi utilizado fresco. J4 para a microscopia de pés, determinacdo do teor de
substancias voldteis, determinacdo de cinzas totais e insoldveis em &4cido cloridrico, pesquisa
e quantificacdo de constituintes fitoquimicos, obteng¢do do extrato etandlico bruto e fragdes e
na extracdo do 6leo essencial, as cascas foram dessecadas em estufa com circulacdo forcada a
40°C e as folhas ao ar livre. Posteriormente o material vegetal seco foi moido em moinho de
facas até a forma de p6 com tamis ndmero 100 (150um), devidamente identificado e

armazenado até sua utilizacao.

3.2 Descri¢do macroscépica

A caracterizacdo morfoldgica das folhas e da casca foi realizada por meio de
observagdes, seguindo os pardmetros descritos por Oliveira, Akisue e Akisue (1998) e

Oliveira e Akisue (2003).

3.3 Descrig¢do microscopica

Para a descri¢do microscépica das amostras foram realizados cortes a méo livre em
folhas do 3°ao 5° né. Fragmentos transversais da regido intercostal e bordo (apical,
mediano e basal) da l1amina foliar; e do peciolo, foram fixados em FPA 70% (formaldeido
a 37%, éacido propidnico e etanol a 70% na proporcdo de 1:1:18 — (v/v)) por 3 dias.
Posteriormente foram preservados em etanol 70%, até o momento da execucdo dos cortes
(JOHANSEN, 1940). Ja os fragmentos das cascas com cerca de 2,0 cm, foram mantidos
em etilenodiamina 10% por 24 h a fim de amolecer o material para a realiza¢do dos cortes

transversais e longitudinais radiais (KRAUS & ARDUIN, 1997).

Foram feitos cortes paradérmicos das faces adaxial e abaxial, além de cortes

transversais da nervura principal, caule jovem do 2°, 3° e 5°ntrend e longitudinais da casca
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do caule de pequeno calibre. Todos os cortes foram submetidos ao processo de dupla
coloragdo com Azul de Alcian/Safranina (9:1) e montados em lamina com glicerina a 50%

(v/v) conforme técnica adaptada de Bukatsch (1972).

Para a microscopia de p6 utilizou-se procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira
da 5 ed (BRASIL, 2010) utilizando o reagente Steinmetz para identificacdo das estruturas
presentes (COSTA, 2001).

As fotomicrografias referentes as estruturas anatdmicas foram feitas em
fotomicroscopio modelo ZEISS-AXIOSTAR PLUS acoplado a camera CANON
POWERSHOT G10 e o software utilizado foi o AXION VISION RELEASE 4.7. As escalas
que acompanham as ilustragdes foram obtidas nas mesmas condi¢cdes Opticas. Alguns cortes
histolégicos foram submetidos a luz polarizada a fim de evidenciar constituintes celulares de

natureza cristalina.
3.4 Testes de pureza
3.4.1 Determinagdo do teor de voldteis

Na determinagéo do teor de voldteis, foi utilizada uma balancga de infravermelho com
lampada de halogénio, (Ohaus, Florham Park, USA) modelo MB 35. Os ensaios foram

realizados em triplicata com 1,5 g do material botanico.
3.4.2 Determinagdo do teor de cinzas totais

Cerca de 3 g de amostra pulverizada foram transferidos em triplicata, uniformemente,
para cadinhos de porcelana previamente calcinados em mufla a 450°C e tarados. Os cadinhos
foram novamente levados a mufla para incineracdo, aumentando gradativamente a
temperatura até no miaximo 600 °C (30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a
600 °C) até a obtenc@o de cinzas brancas. Apds a incineragdo, os cadinhos contendo as
amostras foram resfriados a temperatura ambiente em dessecador e pesados (BRASIL, 2010).
A porcentagem de cinzas totais foi calculada pela massa da amostra incinerada em relagéo a

massa inicial da amostra, conforme equacao 1:

% teor de cinzas = 100 x N/ P (1)
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Onde:
N —massa de cinzas totais da amostra em gramas;
P — massa da amostra em gramas.

3.4.3 Determinagdo do teor de cinzas insoliiveis em HCI

Na determinag@o de cinzas insoluveis em HCI utilizou-se o residuo obtido nas cinzas
totais. O residuo foi fervido em 25 mL de 4cido cloridrico a 7% (p/v) durante 5 minutos no
cadinho coberto com vidro de relégio, o qual foi lavado com 5 mL de 4dgua quente, juntando a
dgua de lavagem ao cadinho. O residuo insoliivel em 4cido ap6s a fervura foi recolhido sobre
papel filtro, isento de cinzas e lavado com 4gua quente até que o pH do filtrado permaneceu
igual ao da dgua de lavagem. O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho
original, seco em chapa quente e incinerado em mufla a 500°C por aproximadamente 3 horas
até peso constante. A porcentagem de cinzas insoliveis em dcido foi calculada em relagdo a

massa inicial pesada para cinzas totais (BRASIL, 2010).

3.4 Prospec¢do fitoquimica

A andlise fitoquimica do p6 das folhas e cascas de M. rostrata foi realizada para
investigar a presenca de classes de constituintes quimicos naturais, através de técnicas
especificas descritas em publicagdes especializadas de Matos e Matos (1989) e Costa (2001).
Os metabolitos pesquisados foram heterosidios antraquindnicos, digitdlicos, flavondides,

saponinicos; cumarina, taninos e alcaléides.
3.5 Andlise quantitativa

3.5.1 Quantificac¢do de fendois totais (FT)

A quantificagdo de fendis totais presentes no p6 das folhas e cascas da Myrcia rostrata
foi determinada pela metodologia proposta por Hagerman e Butler (MOLE & WATERMAN,

1987a), com adaptacdes, em triplicata.

No processo extrativo, 0,75 g do material vegetal pulverizado foi transferido para um
erlenmeyer e 150 ml de dgua destilada foram adicionados. A mistura foi aquecida até a
fervura e mantida sob refluxo entre 80 e 90°C durante 30 min. O extrato aquoso resultante foi
resfriado e transferido para um baldo volumétrico de 250 ml, e teve seu volume completado

com 4gua destilada. A mistura resultante foi filtrada em papel de filtro qualitativo,
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desprezando-se os 50 ml iniciais. Em um tubo de ensaio foram acrescentados 2 ml de solucio
de lauril sulfato de sdédio/trietanolamina, 1 ml da solug@o de cloreto férrico e 1ml do extrato
aquoso filtrado. Apd6s 15 minutos de repouso, a leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdmetro a 510 nm. O “branco” foi preparado com a seguinte composi¢do: 2ml de
lauril sulfato de sédio/trietanolamina, 1 ml da solugdo de cloreto férrico e Iml de dgua

destilada.

A curva padrdo foi preparada com &cido tanico nas seguintes diluicdes: 0,10; 0,15;
0,20; 0,25 e 0,30 mg/ml. A partir da equacdo obtida da curva padrio, foi possivel calcular a
concentragdo (mg/mL) de fendis totais no extrato aquoso € a porcentagem presente no

material vegetal pulverizado, a partir das equagdes 2 e 3:

c= Absorbancia—A _ __ AbsorbanciZ-A

it = Smieth (g)

cx250x0,010

WPt =—1%

x 100 (3)

Onde:

¢ = concentracao de 4cido tdnico em mg/mL

A = coeficiente linear da equagéo da reta

B = coeficiente angular da equacdo da reta

m= massa inicial descontado o teor de substancias volateis na amostra

3.5.2 Quantificagcdo de taninos por precipitacdo de proteinas (TPP)

Para a determinag@o quantitativa de taninos por precipitacdo de proteinas presentes no
p6 das folhas e casca do caule de M. rostrata foi utilizado o método de Hagerman e Butler

(MOLE & WATERMAN, 1987b), com adapta¢des, em triplicata.

A extrag@o seguiu 0 mesmo procedimento descrito no item 3.5.1., para fendis totais.
Uma aliquota de 1 ml do extrato aquoso foi acrescentado em um tubo de ensaio com 2 ml de
solu¢@o de albumina bovina sérica, preparada em solugdo tampao de acetato 0,2 M, pH=4,9,

contendo cloreto de sddio 0,17 M. Apds 15 minutos em repouso, a amostra foi centrifugada a
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3000 r.p.m durante 15 minutos, logo em seguida o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado dissolvido com 4 ml de solugdo de lauril sulfato de sédio/trietanolamina e 1 ml da
solugdo de cloreto férrico foi adicionada. Depois de 15 minutos a leitura da absorbéancia a 510
nm foi realizada. O “branco” foi preparado com a seguinte composi¢do: 4ml de lauril sulfato

de sédio/trietanolamina e 1 ml da solucgdo de cloreto férrico.

A curva padrao foi preparada com &cido tanico nas seguintes diluicdes: 0,10; 0,15;
0,20; 0,25 e 0,30 mg/ml. A partir da equacdo obtida da curva padrio, foi possivel calcular a
concentragdo (mg/mL) de taninos totais que precipitam proteinas no extrato aquoso e a
porcentagem presente no material vegetal pulverizado, a partir das mesmas equacdes do item

3.5.1.

3.5.3 Quantificacdo de taninos hidrolisdveis (TH)

Para a determinacdo quantitativa de taninos hidrolisdveis presentes nas folhas e casca
do caule de M.rostrata, foi utilizado o método do iodato de potassio (WILLIS & ALLEN,

1998), com adaptacdes, em triplicata.

No processo extrativo, 0,5 g de material vegetal foi transferido para um erlenmeyer
de 250 ml, onde foram acrescentados 20 ml de uma solu¢do de acetona: dgua (7:3 v/v) e
ap6s 1 hora de agitagdo a 60 r.p.m. em mesa agitadora, a mistura foi filtrada em papel de
filtro. Um volume de 20 ml foi adicionado ao residuo presente no erlenmeyer e 0 mesmo
procedimento foi realizado, reunindo o segundo filtrado ao primeiro. O processo foi
repetido até a terceira filtracdo. Apds a extracdo ser realizada em trés etapas, o filtrado
resultante foi levado a um evaporador rotativo para a evaporagdo da acetona, com a
temperatura nao ultrapassando 40°C. O extrato aquoso obtido a partir da rotaevaporacao foi
extraido com trés aliquotas de 30 ml de éter etilico para a retirada de dcidos graxos e
clorofila em funil de separagcdo. Apds desprezar a camada etérea, a fase aquosa é congelada

e posteriormente submetida a liofilizacao.

O doseamento foi realizado apds o preparo de uma solucio de concentragdo 1,0 mg/ml
a partir do extrato liofilizado utilizando dgua destilada. Em banho de dgua a 25°C foram
colocados tubos de ensaio com 5 ml de solugcdo de KIO3 a 2,5%. Apdés 10 minutos (para
atingir o equilibrio térmico), 1 ml da solugdo aquosa foi adicionada ao tubo de ensaio e apds
agitacdo em vortex, os tubos sdo recolocados no banho de dgua a 25°C. Depois de mais 5

minutos (“tempo 6timo” para a reacdo), os tubos foram retirados do banho e a leitura da
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absorbancia efetuada em 550 nm. O “branco” foi preparado com 5 ml de solucdo de KIO; a

2,5% e 1 ml de 4gua destilada.

A curva padrio foi preparada com 4cido tanico nas seguintes dilui¢des: 0,3 ; 0,4 ; 0,5;
0,6 e 0,7 mg/ml. A partir da equagdo obtida da curva padrdo, foi possivel calcular a
concentragdo (mg/mL) de taninos hidrolisdveis no extrato aquoso e a porcentagem presente

no material vegetal pulverizado, a partir das equacdes 2 e 4.

Conc.do padrio (eq.1) na amostra x massa do extrato liofilizado(g) x 100
Conc.da solugdo(extrato liofilizado e d4gua) (mg/mL
Teor(%)= gdo( ' gua) (mg/mL) (4)
Massa do material vegetal(g)

3.5.4 Quantificagdo de flavondides totais (FvT)

Para a determinacdo quantitativa de flavonoéides totais presentes nas folhas e casca do

caule de M.rostrata foi utilizado o método de Rolim et al. (2005) adaptado, em triplicata.

No processo extrativo, 0,25 g do material vegetal pulverizado foram transferidos para
um baldo esmerilhado de 125 ml, onde foram adicionados 50 ml da solu¢do metanol: acido
acético 0,02 M (99:1 v/v). Posteriormente, as amostras foram aquecidas em banho de dgua

sob refluxo entre 90-100°C durante 40 minutos, filtradas e lidas em espectofotdmetro.

A curva padrio foi preparada com rutina nas seguintes diluicdes: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e
0,5 mg/ml. A partir da equacdo obtida da curva padrio, foi possivel calcular a concentracdo
(mg/mL) de flavondides totais no extrato aquoso e a porcentagem presente no material vegetal
pulverizado, a partir das equacdes 2 e 5.

cX50x0,010

%(Pt) ==

x 100 (5)

3.6 Extracdo e andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial das folhas e cascas do caule foi realizada utilizando o
método de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado durante 4 horas, a partir de
aproximadamente 100 g de material vegetal. O volume de 6leo essencial foi medido no tubo
graduado do proprio aparelho e o rendimento, em porcentagem (v/p), foi calculado em relagio
a quantidade inicial (g) de material botanico empregado na extragdo. Apds O processo
extrativo, os Oleos essenciais foram armazenados em frasco ambar e mantidos a baixas

temperaturas (-18°C) até a utilizacao.
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N

As amostras de 6leo essencial foram submetidas a cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), no equipamento SHIMADZU QP5050A. Foi
utilizada uma coluna de silica fundida (CBP — 5; 30m x 0,25mm x 0,25um), o gés de arraste
utilizado foi Hélio com um fluxo de 1ml/min, aquecimento com temperatura programada
(60°C/2min; 3°C min'1/240°C; 10°C min'1/280°C; 280°C/10min) e energia de ionizagdo de 70
eV. O volume de injecdo foi de 1uL da amostra previamente diluida em CH,Cl; na propor¢do

de 1:5.

Os Indices de Retencdo (IR) foram determinados através da co-injecdo de uma mistura
de hidrocarbonetos com C8-C32 (Sigma, USA), e pela equacdo de Van Den Dool e Kratz
(1963). Dessa forma, os constituintes do 6leo essencial das amostras foram identificados por
meio da comparagdo de seus espectros de massas e indices de reten¢do com os valores da

literatura (ADAMS, 2007).

3.7 Obtencdo do extrato bruto vegetal

As folhas e cascas do caule previamente pulverizadas foram submetidas a um processo
de maceracdo a frio, por nove dias, com agitacdo ocasional utilizando como liquido extrator,
etanol 96° GL P.A. Os liquidos resultantes foram filtrados e concentrados em evaporador
rotativo (marca TECNAL, modelo MA-120) a uma temperatura de 40°C (FERRI, 1996).
Dessa forma, foram obtidos o Extrato Etandlico Bruto das Folhas (EBF) e o Extrato Etandlico

Bruto das Cascas do Caule (EBC) da M. rostrata.

A propor¢do utilizada foi de uma parte do material pulverizado, para cinco partes de
etanol, sendo que o liquido extrator foi trocado a cada trés dias devido a sua saturagdo pelos

componentes da amostra.

3.8 Obtencdo das fragdes dos extratos etandlicos brutos

O fracionamento dos extratos brutos das folhas e da casca do caule de M. rostrata foi
realizado pelo método de particdo liquido:liquido. Cerca de 50g dos extratos foram
solubilizados em 300 mL de metanol/dgua na propor¢cdo de 7:3 e foram submetidos a
particdes em solventes de acordo com a ordem crescente de polaridade. Para isso, foram
utilizados 100 mL de cada um dos respectivos solventes: Hexano, Diclorometano e Acetato
de Etila. Assim, foram obtidas por rotaevaporacido as seguintes fragdes: Fracdo Hexano

(FHF e FHC), Fracdo Diclorometano (FDF e FDC), Fracdo Acetato de Etila (FAcF e FAcC)
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e Fracdo Aquosa (FAgF e FAqC), esta foi refrigerada a -20°C e liofilizadas (FERRI, 1996).
O rendimento das fragdes foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) = (massa da

fracdo/massa do extrato bruto) x 100.

3.9 Determinagdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial, extrato e fracdes das folhas e as fracdes
das cascas do caule da M.rostrata foi avaliada a partir da determinacdo da Concentracio
Inibitéria Minima (CIM) obtida pelo teste de microdilui¢do em caldo. O ensaio foi realizado
conforme descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standart Institute) para testes de
susceptibilidade antimicrobiana de bactérias (aerdbicas) e testes de diluicio em caldo que
verificam a sensibilidade a terapia antifungica das leveduras (CLSI, 2008 e 2009). Portanto,
para os ensaios foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collecttion (ATCC) e
isolados clinicos, conservados na bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia Médica e do
Laboratério de Micologia, do Instituto de Patologia Tropical e Saide Puablica — UFG,

descritos no Quadrol.



Quadro 1: Microrganismos utilizados na triagem da atividade antimicrobiana de Myrcia rostrata DC..

MICRORGANISMOS ATCC ISOLADO CLINICO

Bactérias Gram (+)

Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus aureus 6538

Staphylococcus epidermidis 12229
Micrococcus roseus 1740
Micrococcus luteus 9341

Bactérias Gram (+) esporuladas
Bacillus cereus 14579

Bacillus subtilis 6633

Bactérias Gram (-)

Escherichia coli 8739
Escherichia coli 11229
Enterobacter cloacae HMA/FTA502
Enterobacter aerogenes 13048
Pseudomonas aeruginosa 27483
Serratia marcescens 14756
Salmonella sp 19430
Pseudomonas aeruginosa SPM1
Fungos ATCC

Candida parapsilosis 22019
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Cryptococcus neoformans 28957
Candida albicans 02
Candida parapsilosis 11-A
Cryptococcus gatti L1
Cryptococcus neoformans L2

Os Microrganismos foram reativados antes da realizagdo dos testes. Para isso, as
bactérias foram repicadas para caldo Casoy e posteriormente para Agar Casoy inclinado em
tubos de ensaio, e mantidas a 37°C por 24h. Os fungos foram repicados diretamente em Agar
Sabouraud Dextrose e incubados a temperatura ambiente por 24h a 48h (Candida spp.) ou por

48h a 72h (Cryptococcus spp.).

3.9.1 Determinagdo da CIM para bactérias

O meio de cultura utilizado neste ensaio foi o caldo Miiller Hinton (MH) duas vezes
concentrado. Em microplacas estéreis de 96 orificios com fundo em “U”, providas de tampa,
foram colocados 100 pL. de caldo MH em todos os orificios da coluna 2 até a coluna 12. As
amostras foram solubilizadas em Dimetilsulféxido (DMSO) a 10% e diluidas em caldo MH
de modo a obter uma concentracio inicial de 2000 pg/mL, exceto para a fragdo diclorometano
das cascas, cuja concentracdo inicial variou conforme a quantidade disponivel da substancia.

Para o preparo da amostra com 6leo essencial foram acrescentados 0,02% de Tween 80®.

Na coluna 1, da letra A até G foram colocados 200 pl. da amostra na sua respectiva
concentracdo inicial e na linha H foram colocados 200 pL. de uma solug¢do contendo apenas
DMSO a 10% em caldo MH. As dilui¢des seriadas foram realizadas com o auxilio de uma
pipeta multicanal, sendo que, foram retirados 100 pL dos oito orificios da coluna 1 e
transferidos para a coluna 2, apés homogeneizacdo foram retirados 100 pL. da coluna 2 e
transferidos para a coluna 3 e este procedimento foi repetido até a coluna 11 de onde foram
descartados 100 pL. A linha 12 foi separada para o controle do crescimento microbiano no

respectivo meio de cultura utilizado, por isso, ndo houve dilui¢do em seus orificios.

Os antibidticos Vancomicina (Sigma), na concentragdo de 32 pg mL", e Gentamicina
(Sigma) a 128 g mL", foram utilizados como controles para bactérias Gram(+) e Gram(-),

respectivamente.
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Os in6culos bacterianos foram preparados em solugdo salina estéril (NaCl 0,85%)
suspendendo-os até obtencdo de uma turvacio correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
obtida por leitura em espectrofotdmetro a 625 nm (79,4% a 83,2% de Transmitincia).
Posteriormente, foi preparada uma diluicdo 1:10 em salina, de forma a obter uma
concentracdo de células de 10" UFC mL™(Unidade Formadora de Colonia). Em seguida,
foram depositados nos orificios de duas linhas da placa (duplicata), 5 puL. de cada inoculo
preparado. Nos orificios da linha G ndo ocorreu inoculacéo, pois serviram como controle da
esterilidade do meio e das amostras testadas. A dilui¢do final dos indculos nos orificios

permaneceu em torno de 5 x 10° UFC mL-1 ou 5 x 10* UFC/orificio.

Ap6s as inoculagdes, as microplacas foram tampadas e incubadas a 35°C + 2°C por 18-
24h e para Staphylococcus incubadas por 24h. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da amostra, em pg/mL, capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano.
Para a obtencgdo final desta concentragdo, apds o periodo de incubag@o foram acrescentados
em todos os orificios 20 puL. de cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) a 0,5%, e as microplacas
foram reincubadas por aproximadamente 30 min. O aparecimento de colora¢ido avermelhada
foi considerado prova de crescimento bacteriano. Isso ocorre porque o TTC, um reagente
comumente utilizado para detec¢do de metabolismo celular, reduz-se na presenca de H,

formando o trifenil formazan, de cor vermelha.

3.9.2 Determinacdo da CIM para fungos

O meio de cultura utilizado neste ensaio foi o RPMI. Em microplacas estéreis de 96
orificios com fundo em “U”, providas de tampa, foram colocados 100 pL. RPMI em todos os
orificios da coluna 2 até a coluna 12. As amostras foram solubilizadas em Dimetilsulf6xido
(DMSO) a 10% e diluidas em RPMI de modo a obter uma concentracdo inicial de 2000
ug/mL, exceto para a fracdo diclorometano das cascas, cuja concentracdo inicial variou
conforme a quantidade disponivel da substincia. Para o preparo da amostra com dleo

essencial foram acrescentados 0,02% de Tween 80®.

Na coluna 1, da letra A até G foram colocados 200 pLL da amostra na sua respectiva
concentracdo inicial e na linha H foram colocados 200 pL. de uma solug¢do contendo apenas
DMSO a 10% em RPMI. As dilui¢des seriadas foram realizadas com o auxilio de uma pipeta
multicanal, sendo que, foram retirados 100 pL. dos oito orificios da coluna 1 e transferidos
para a coluna 2, ap6s homogeneizacdo foram retirados 100 pL. da coluna 2 e transferidos para

a coluna 3 e este procedimento foi repetido até a coluna 11 de onde foram descartados 100



29

pL. A linha 12, foi separada para o controle do crescimento microbiano no respectivo meio de

cultura utilizado, por isso, ndo houve diluicdo em seus orificios.

O antiftingico Itraconazol (Sigma), na concentragdo de 16 pg/mL, foi utilizado como

controle.

Os indculos fungicos foram preparados em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%)
suspendendo-os até obtencdo de uma turvacio correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
obtida por leitura em espectrofotdmetro a 530 nm (83,2% a 85% de Transmitincia).
Posteriormente, foi preparada uma primeira dilui¢do 1:50 e uma segunda diluicdo de 1:20
ambas em RMPI, de forma a obter uma concentracao de células entre 1- 5 x10°UFC mL!. Em
seguida, foram depositados nos orificios de duas linhas da placa (duplicata), 100 pL. de cada
in6culo preparado. Dessa forma, a concentracio das amostras foi reduzida a metade em cada
orificio. Nos orificios da linha G ndo ocorreu inoculagdo, pois serviram como controle da
esterilidade do meio e das amostras testadas. A dilui¢do final dos inéculos nos orificios

permaneceu em torno de 0,5-0,25 x 10° UFC mL™.

Ap6s as inoculagdes, as microplacas foram tampadas e incubadas a temperatura
ambiente por 48h, para espécies de Candida e por 72h para espécies de Cryptococcus. A

ocorréncia de crescimento flingico foi verificada visualmente apds o periodo de incubagdo.

3.10 Perfil cromatografico das fragcdes FAqQC e FDC

Com base nos resultados obtidos na andlise da atividade antimicrobiana, optou-se pela
realizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com as fracdes aquosa e

diclorometado das cascas do caule.

O cromatdégrafo utilizado foi o liquido de alta eficiéncia Waters (Massachusetts, USA)
equipado com bomba quaternéria, médulo de separagdo €2695, detector de arranjo de diodos
(PDA) 2998 e sistema de processamento de dados Enpower 2.0. Utilizou-se coluna
cromatografica de fase reversa Varian Sy C18 (250 x 4.6 mm). A temperatura do forno para

coluna foi mantida em 25 °C e os cromatogramas foram observados a 254 nm.

Para a amostra FAqC a separacdo cromatografica foi realizada utilizando dgua: 0,1 %
de Acido acético (v/v) (fase A) e acetonitrila: 0,1% de Acido acético (v/v) (fase B) em sistema
gradiente, com vazao de 0,8 mL/min. O programa estabelecido foi: 0 min: 5% fase B; 08 min:
15% fase B; 12 min: 20% fase B; 20 min: 50% fase B; 25 min: 80% fase B; 40 min: 25% fase

B; 50 min: 5% fase B; o volume injetado foi de 10 pL. da amostra a uma concentragdo de



30

142mg/mL. Em paralelo ao cromatograma da amostra foram injetados padrdes de acido
elagico (SIGMA), rutina (SIGMA) e quercetina (SIGMA), na concentracio de 0,4 mg/mL. As
substancias presentes na fracdo FAqC foram identificadas por comparacdo dos tempos de

retengdo e espectros UV visivel com os padrdes.

Para a amostra FDC a separacdo cromatografica foi realizada utilizando acetonitrila
(fase A), metanol (fase B) e dgua (fase C) em sistema gradiente, com vazio de 0,5 mL/min. O
programa estabelecido foi: 0 min: 22% fase A, 3% fase B e 75% fase C; 08 min: 44% fase A,
11% fase B e 45% fase C; 12 min: 62% fase A, 16% fase B e 22% fase C; 15 min: 62% fase
A, 16% fase B e 22% fase C; 20 min: 22% fase A, 3% fase B e 75% fase C; 25 min: 22% fase
A, 3% fase B e 75% fase C; o volume injetado foi de 10 uL. da amostra a uma concentragio
de 30 mg/mL. Em paralelo ao cromatograma da amostra foram injetados padrdes de dcido
oleandlico (SIGMA) e hesperetina (SIGMA), ambos a 0,4 mg/mL. As substancias presentes
na fragdo FDC foram identificadas por comparacdo dos tempos de reten¢do e espectros Ultra

Violeta visivel com os padrdes.
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5 CONCLUSAO

Esse estudo possibilitou a caracterizacdo farmacogndstica de mais uma espécie da
familia Myrtaceae. A caracterizacdo anatomica das folhas e cascas desta espécie mostrou
conformidade com os dados da literatura para outras espécies dessa familia.
Microscopicamente, a lamina foliar é constituida por epidermes revestidas por cuticula, a
epiderme adaxial possui células com parede celular anticlinal sem tricomas tectores e
estomatos. Ja a epiderme abaxial é rica em tricomas, além de apresentar estdmatos e cristais
prismaticos. Portanto, sdo necessarios estudos detalhados que analisem com maior exatiddo os
tipos de estdmatos da superficie abaxial para verificar a conformidade com outras espécies da
familia Myrtaceae e estudos ontogenéticos que possam elucidar as camadas subepidérmicas a
fim de elucidar a ocorréncia de epiderme uniestratificada, pluriestratificada e hipoderme.
Outras caracteristicas verificadas como presenca de cavidade secretora, mesofilo dorsiventral,
nervura principal biconvexa, peciolo cdncavo-convexo, feixes vasculares coleterais no
mesofilo e bicolaterias na nervura principal, presenca de drusas no caule jovem e de
esclereides nas cascas, também apresentaram conformidade com o descrito na literatura para a

familia Myrtaceae.

Os teores de substincias volateis, cinzas totais e insoliveis em &acido cloridrico nas
amostras de folhas e cascas pulverizadas estdo dentro dos limites estabelecidos para esses
procedimentos de controle de qualidade. E os principais metabdlitos encontrados nas folhas e
cascas da M. rostrata foram heterosidios flavonéides, taninos e 6leos essenciais, cujos teores
obtidos na quantificacdo desses compostos fendlicos e os compostos quimicos identificados

nos 6leos essenciais foram semelhantes aos de outras espécies dos géneros Eugenia e Myrcia.

O extrato bruto etandlico apresentou boa atividade para os fungos dos gé€neros
Candida e Cryptococcus, com CIM de 15,62 pg/mL e 31,25 pg/mL dependendo da espécie.
A fragdo aquosa das cascas FAQC apresentou boa inibicdo do crescimento de Cryptococcus
neoformans ATCC 28957 (15,62 pg/mL) e Cryptococcus gatti L1 (7,81 ug/mL). Ja a fragio
diclorometano FDC foi ativa para as bactérias Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (23,43
ug/mL), Serratia marcescens ATCC 14756 (11,71 pg/mL) e Bacillus subtilis ATCC 6633
(93,75 pg/mL). Os perfis cromatograficos dessas fracdes foram obtidos, porém, sdo
necessdrios estudos de isolamento mais especifico para a identificagdo dos possiveis
compostos presentes nas amostras que apresentaram atividade antimicrobiana, como um

biomonitoramento fitoquimico e andlise por RMN.
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