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RESUMO

O uso de plantas medicinais no Brasil tem como facilitadores a grande biodiversidade
vegetal dos biomas do pais. O Cerrado apresenta uma gama de plantas medicinais
que sdo passiveis de serem exploradas cientificamente. O género Eugenia sp.
apresenta algumas espécies que sado pouco estudadas cientificamente, dessa forma
o trabalho foi desenvolvido com o intuito de promover o estudo quimico e biolégico do
extrato bruto seco e da fragdo acetato de etila da espécie Eugenia florida. As folhas
coletadas foram submetidas a secagem em estufa de circulagao e renovagao de ar,
seguido de uma divisdo grosseira pela pulverizagdo em moinho de facas e posterior
padronizagao do tamanho da particula. O preparo do extrato seco e da fragao acetato
de etila foi realizado pelo método de extragcao exaustiva de percolacéo simples e por
particao liquido-liquido. Parte da solugcao extrativa foi concentrada em rotaevaporador
seguido de um processo de secagem por Spray Dryer com adicdo do adjuvante de
secagem dioxido de silicio coloidal para obtengdo do extrato seco. Os resultados
obtidos através da analise por perfil em espectrometria de massas possibilitou a
verificacdo da presencga de acidos fendlicos, flavonoides e, fato que corrobora com
dados presentes na literatura para o género Eugenia sp. Dentre os compostos
identificados nos extratos, destacam-se: acido piscidico, delfinidina-O-hexose,
miricetina-O-pentose,  acido-p-cumarico-O-hexose, naringenina,  canferol-O-
desoxihexose-O-hexose, acido betulinico heterosideo, quercetina-O-hexose-O-
galoihexose-0O-galoidesoxihexose e catequina tetramérica. O ensaio in vivo foi
conduzido com o modelo de larvas Galleria mellonella, os resultados obtidos
demonstraram auséncia de toxicidade possibilitando prosseguir com os ensaios
biolégicos. Com intuito de avaliagdo do potencial de atividade antimicrobiana foi
realizado o método de CIM (concentragéo inibitéria minima). O ensaio microbiolégico
avaliou a atividade contra linhagens padréo de duas cepas bacterianas (Escherichia
coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 6538) e uma cepa fungica (Candida
albicans ATCC 10231). Frente a linhagem do S. aureus a inibicdo ocorreu na faixa
entre 250 e 500 pg/mL para o extrato etandlico que é considerada atividade
antimicrobiana moderada, para a fracdo acetato de etila o resultado apresentado para
a inibicdo foi entre 500 e 1000 ug/mL para fragdo demonstrando atividade
antimicrobiana ligeiramente ativa. Para a CIM referente a fragao acetato de etila frente
as cepas de E. coli e de C. albicans nao apresentou resultados expressivos, porém
para o extrato etandlico os resultados obtidos foram significativos e apresentaram-se
na faixa de 500 a 1000 pyg/mL demonstrando atividade antimicrobiana ligeiramente
ativa. Dessa forma ha indicios da correlacdo entre os compostos identificados no
presente trabalho com os resultados encontrados através nos ensaios CIM ser
decorrente do potencial de acao antimicrobiana atribuida aos flavonoides.

Palavras-chave: flavonoides; saponinas; Galleria mellonella



ABSTRACT

The use of medicinal plants in Brazil is facilitated by the great plant biodiversity of the
country's biomes. The Cerrado has a range of medicinal plants that can be scientifically
explored. The genus Eugenia sp. presents some species that are little studied
scientifically, so the work was developed with the aim of promoting the chemical and
biological study of the dry crude extract and the ethyl acetate fraction of the Eugenia
florida species. The collected leaves were subjected to drying in an oven with
circulation and air renewal, followed by a rough division by spraying in a knife mill and
subsequent particle size standardization. The preparation of the dry extract and the
ethyl acetate fraction was carried out using the exhaustive method of simple
percolation and liquid-liquid partition. Part of the extractive solution was concentrated
in a rotary evaporator followed by a drying process using a Spray Dryer with the
addition of colloidal silicon dioxide drying aid to obtain the dry extract. The results
obtained through the analysis by profile in mass spectrometry allowed the verification
of the presence of phenolic acids, flavonoids and, a fact that corroborates with data
present in the literature for the genus Eugenia sp. Among the compounds identified in
the extracts, the following stand out: piscidic acid, delphinidin-O-hexose, myricetin-O-
pentose, p-coumaric acid-O-hexose, naringenin, kaempferol-O-deoxyhexose-O-
hexose,betulinic acid heteroside, quercetin-O-hexose-0O-galloylexose-O-
galoidesoxyhexose and tetrameric catechin. The in vivo test was conducted with the
model of Galleria mellonella larvae, the results obtained demonstrated absence of
toxicity, allowing to proceed with the biological tests. In order to evaluate the potential
of antimicrobial activity, the MIC (minimum inhibitory concentration) method was
performed. The microbiological assay evaluated activity against standard strains of two
bacterial strains (Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC
6538) and a fungal strain (Candida albicans ATCC 10231). Against the S. aureus
strain, the inhibition occurred in the range between 250 and 500 ug/mL for the ethanolic
extract, which is considered moderate antimicrobial activity, for the ethyl acetate
fraction, the result presented for the inhibition was between 500 and 1000 pg/mL for
fraction demonstrating mildly active antimicrobial activity. For the MIC referring to the
ethyl acetate fraction against the strains of E. coli and C. albicans, it did not show
expressive results, however for the ethanolic extract the results obtained were
significant and presented in the range of 500 to 1000 pg/mL demonstrating Slightly
active antimicrobial activity. Thus, there are indications that the correlation between
the compounds identified in the present work and the results found in the CIM tests is
due to the potential for antimicrobial action attributed to flavonoids.

Keywords: flavonoids; saponins; Galleria mellonella
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1 INTRODUGAO

Em definigdo uma planta medicinal pode ser considerada toda e qualquer planta
que apresente em uma de suas partes ou 0Orgaos, substancias que possam ser
utilizadas na medicina alternativa para fins de tratamento ou prevencdo de
enfermidades (DE SOUZA, 2015; DIAS et al., 2018).

As plantas medicinais abrangem estudos relacionados a etnobotanica e a
farmacognosia. A etnobotanica é popular como um dos caminhos alternativos que
mais evoluiu para a descoberta de produtos bioativos. A farmacognosia € a ciéncia
que estuda a maneira como as substancias quimicas interagem com os sistemas
biolégicos concomitantemente aos principios ativos naturais de origem vegetal ou
animal (ANTONIAZZI et al., 2016; ZAGO; MOURA, 2018).

A selegao de espécies vegetais para estudo farmacolégico pode ser baseada no
seu uso tradicional por sociedades tradicionais, no conteudo quimico e toxicidade, na
selegdo ao acaso ou pela combinagao de varios critérios. Uma das estratégias mais
comuns € o estudo da medicina tradicional e/ou popular em diferentes culturas,
conhecida como etnofarmacologia. As estratégias de busca de medicamentos com
base nessa linha de atuacao tém sido aplicadas no tratamento de diferentes doengas
(BRASIL, 2012).

Sendo assim as plantas medicinais desempenham um papel essencial
contribuindo com um arsenal imensuravel de produtos quimicos, organicos e
inorganicos, com diversos potenciais para utilizagdo. Comumente podem atuar como
terapia complementar a tratamentos instituidos, por influéncia de praticas milenares
ou por indicagao popular, através de informagdes que se propagaram ao longo de
geragoes (DIAS et al., 2018).

As plantas sdo importantes fontes de compostos bioativos, pois elas produzem
metabdlitos essenciais com diversificada utilizacdo, estrutura quimica e propriedades
bioldgicas, assim, a busca por extracdo desses metabdlitos se faz muito importante
para o avango industrial. Alguns estudos ja visam extrair e avaliar o potencial bioldgico
de produtos naturais utilizados na medicina popular, com certo poder antimicrobiano,
como Oleos essenciais e extratos (CECHINEL FILHO; ZANCHET, 2020).

O uso de plantas medicinais é visto por grande parte da populagdo como uma

pratica integrativa na utilizagdo de medicamentos alopaticos sintéticos, considerando
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que os ultimos possuem maior valor agregado, sendo dessa forma menos acessiveis.
A propagacao da utilizagao de plantas medicinais, bem como da automedicagao deve-
se principalmente & facilidade de acesso (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2008). A utilizagédo de plantas medicinais no Brasil, esta relacionada com as praticas
indigenas, que associadas com a cultura africana contribuiram para o conhecimento
popular. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece e incentiva estas praticas
que compdem a chamada Medicina Tradicional e Complementar. De acordo com a
OMS, uma parte significativa da populagao dos paises em desenvolvimento integra a
medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo em vista que 80% utilizam
praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam
plantas ou preparagdes destas. Em 1978, durante a conferéncia de Alma-Ata, a OMS
alertou para a necessidade de regulamentagcdo do uso de plantas medicinais e
fitoterapicos, que até entdo eram baseados em saberes empiricos e experiéncia
popular (BRASIL, 2012).

Dentre as plantas que apresentam potenciais para utilizagdo na prevencéao e
tratamento de doencgas, destacam-se as espécies pertencentes ao género Eugenia
sp. da familia Myrtaceae, que compreende quase 6.000 espécies em
aproximadamente 140 géneros presentes em todo o mundo, distribuidos em regides
tropicais e subtropicais, com centros de diversidade na Australia, Sudeste Asiatico e
América do Sul e poucas espécies ocorrendo na Africa (HEYWOOD et al., 2007;
SANTOS et al.,, 2018). O Eugenia sp. trata-se de um dos maiores géneros
pertencentes a familia, com cerca de 1000 espécies distribuidas desde o México até
a Argentina. As folhas, frutos e sementes das espécies de Eugenia, além dos oleos
essenciais, avaliacbes realizadas em estudos anteriores detectaram esterdides,
triterpendides, flavondides e taninos hidrolisaveis (BASTOS, et al., 2016).

No Brasil o género Eugenia sp. pode ser encontrado em diversas vegetagoes,
tais como o Cerrado e a Mata Atlantica, apresenta-se em abundancia e variedade de
espécies (APEL et al., 2006; SANTOS et al., 2018). Dentre algumas espécies
relevantes do género, que estdo presentes nos fragmentos de Mata Atlantica do
Estado de Minas Gerais, destaca-se a Eugenia florida DC.

Do ponto de vista farmacologico, o género Eugenia sp apresenta um vasto
potencial, que abrange a atividade anti-inflamatdria, antibacteriana, citotdxica,
antioxidante, antitumoral, tripanocida, antiviral, hipoglicemiante e estimulante da

liberagdo de insulina, entre outros (BRAGA et al., 2007).
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A presenca de polifendis, mono e sesquiterpenos em 6leo essencial e acidos
triterpénicos e alguns de seus glicosideos foram detectados em estudos quimicos da
composicao das folhas (BASTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

E fundamental que haja pesquisas nas mais diversas areas para que sejam
agregados conhecimentos referentes as plantas medicinais, bem como, que sejam
elucidadas informacdes como o mecanismo de acao, os seus efeitos adversos, suas
interagbes com novos medicamentos e quais as estratégias mais apropriadas para o
controle de qualidade e producgao de fitoterapicos, considerando as normativas das
agéncias reguladoras (VEIGA JUNIOR et al., 2005; SANTOS; ALMEIDA, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a composic¢ao quimica, toxicidade e atividade antimicrobiana do extrato

seco e da fragado acetato de etila obtidos das folhas de Eugenia florida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos estabelecidos foram:

a) obtencédo da droga vegetal;

b) obtenc¢do do extrato seco;

c) obtencédo da fragdo acetato de etila;

d) avaliar a toxicidade;

e) avaliar a atividade antimicrobiana;

f) avaliar a composi¢cao quimica por HPLC-PDA acoplada a espectrometria

de massas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

Inimeras doencas que acometem as populacdes ao redor do mundo, séo
passiveis de tratamento com o uso de plantas medicinais. O foco de pesquisas
atualmente tem sido o tratamento alternativo através de plantas medicinais em
decorréncia da grande diversidade quimica e biolégica, bem como variedade de
compostos com atividades biolégicas promissoras que elas apresentam. As plantas
medicinais representam uma ampla fonte para aquisicdo de moléculas ativas e
insumos fitofarmacéuticos e devem ser analisadas terapéuticamente, para que seja
possivel a elaboracdo de grande numero de medicamentos, e possibilitem tratamento
para um vasto numero de doengas. (ESTEVAM, 2006; YANG et al., 2017).

As plantas medicinais sao caracterizadas como vegetais que possuem
substancias com agéao terapéutica. Dessa forma a fitoterapia pode ser definida como
parte essencial de nossa cultura (MESSIAS et al., 2015; ASSIS; MORELLI; PIMENTA,
2015).

Os medicamentos fitoterapicos s&o aqueles obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais, que possuem seus efeitos comprovados, baseadas
em evidéncia clinica e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade,
bem como seus riscos. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que inclui
na sua composigado substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as
associagdes dessas com extratos vegetais (ANVISA, 2020).

O uso terapéutico de plantas com fins medicinais € uma das mais remotas formas
empregadas pelo homem na cura de patologias. A humanidade recorre aos vegetais
para fins terapéuticos com o objetivo de melhorar suas condi¢gbes de vida. Desde os
tempos mais remotos 0s povos chineses, utilizam plantas medicinais para prevencgao
e tratamento de enfermidade, preservando sua cultura medicinal tradicionalista até os
dias atuais (DE SOUZA, 2015).

O uso de plantas medicinais e de fitoterapicos tem como finalidade profilatica,
curativa e paliativa, desde entdo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) passou a
reconhecer as plantas medicinais e a fitoterapia, e tem expressado sua posicao a

respeito da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no ambito
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sanitario, em fungcédo de que 80% da populagdo mundial dependem dessas espécies,

no que se refere a atengao primaria a saude (IBIAPINA et al., 2014).

3.2 Eugenia florida

A espécie Eugenia florida é pertencente a familia Myrtaceae, a qual é
considerada mundialmente como uma das familias de plantas de maior relevancia,
sendo apresentada como a oitava maior familia de plantas que possuem flores. Inclui
inumeros géneros de extrema importancia ecoloégica e econémica distribuidos por
todo o mundo (SABER et al., 2023). As espécies da familia Myrtaceae, pertencentes
ao género Eugenia sp. constituem a maior fragdo de uso de plantas para fins
medicinais no Brasil, o que representa 71,4% do total empregado (DE QUEIROZ,
2015).

A espécie Eugenia florida € caracterizada por apresentar uma pequena fruta
preta, devido a essa particularidade ela € popularmente conhecida como pitanga-preta
ou guamirim. Pode ser encontrada em todo o territério brasileiro, em especial em
biomas de Cerrado.

As figuras a seguir apresentam a espécie Eugenia florida demonstrando o
fruto, e folhas caracteristicas dessa planta.

Figura 1 - Espécie Eugenia florida.

/
.

Fonte: Adaptado d BASTOS, 2019.
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Figura 2 - Espécie Eugenia florida com folha e frutos.

Fonte: Do autor (Figura 2B); adaptado de DONATO; MORRETES, 2009 (Figura 2A).
Legenda: 2A = Espécie com frutos maduros;
2B = Espécie com folhas e frutos verdes.

3.3 Compostos fitoquimicos relatados para a Eugenia florida

Estudos referentes ao género Eugenia sp. demonstraram a presencga de altos
niveis de compostos fendlicos dentre os quais podemos citar flavonoides, acidos
fendlicos e taninos, bem como outras classes de compostos, incluindo saponina e
terpendides (BASTOS, et al., 2016).

Avaliando a composigao quimica da espécie Eugenia florida o estudo realizado
por Santos et al. (2018), detectou em folhas os compostos betulinaldeido, di-
idroquercetina e canferol, além de quatorze triterpendides e dezoito compostos
polifendlicos identificados com base em seus padrbes de fragmentagdo de massa por
UFLC-DAD-ESI-lon Trap-MSn e comparacao, em ambos os casos, com padrdes ou
dados relatados na literatura. Ocorreu também a caracterizagao de fragdes em que se
obtiveram acidos graxos (C14, C16, C18, C18:1), varios sesquiterpenos e acidos
fendlicos (2-hidroxibenzoico acido, acido protocatecoico, acido p-cumarico, acido
galico e acido ferulico).

A caracterizagado fitoquimica por espectrofotometria no massas, no modo
negativo, dos compostos presentes no extrato de Eugenia florida, foi descrita em um

estudo publicado na literatura, dentre os compostos encontrados, o trabalho constatou
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a presenca de acidos fendlicos e heterosideos, flavonoides e taninos condensados
corroborando com os achados presentes na literatura (BASTOS et al., 2019).

Os compostos fendlicos apresentam ampla distribuicdo entre as plantas,
demonstrando multiplas atividades farmacoldgicas, incluindo prevengao e tratamento
de inumeras doencas, além de dados de eficacia contra infecgcdes microbianas. Em
sua constituicdo quimica os compostos fendlicos caracterizam-se heterogeneamente,
e a maioria deles sdo soluveis em solventes polares, como misturas de agua e etanol
(FANG et al., 2015). Entre os compostos fendlicos naturalmente presentes nas
plantas, os flavonoides sdo de extrema importancia, pois propiciam capacidade de
protecao contra radiacio ultravioleta. A presenca de anéis aromaticos associados as
hidroxilas em suas estruturas quimicas € o que propicia aos flavonoides a capacidade
de capturar e estabilizar a radiagc&o evitando danos ao DNA. (WU, et al., 2015).

3.4 Eugenia florida e atividades bioldgicas relacionadas a espécie

Segundo Dexheimer et al., as 81 espécies de plantas pertencentes a familia
Myrtaceae apresentam diversas atividades biologicas tais como antidiarreico,
antimicrobiano, antioxidante, antitumoral, antirreumatico e anti-inflamatorio. Essas
informagdes relevantes sobre a familia Myrtaceae bem como para discussdes sobre
possiveis fontes de moléculas bioativas oriundas de plantas com potencial
farmacolégico que podem vir a ser utilizados na terapéutica de diversas doengas.

Em relacao as folhas da espécie Eugenia florida, elas sao utilizadas na medicina
popular como hipotensor, hipoglicémico, antipirético, anti-inflamatorio entre outros
(BASTOS, et al., 2016).

O género Eugenia sp. possui grande numero de espécies e estudos de
potencialidades bioativas e medicinais. Entre as atividades bioldgicas relatadas na
literatura para o género podemos citar antioxidante, antibacteriana, antifungica e anti-
inflamatdria que sao as que apresentaram destaque (SILVEIRA et al., 2021).

Em um estudo de revisao bibliografica realizado por Ribeiro et al. identificou-se que
para o género Eugenia sp. que as propriedades mais relatadas foram: antioxidante,
antifungico, antibacteriano e acaricida. No mesmo estudo, foram identificadas as
seguintes propriedades farmacoldgicas para o género Eugenia sp.: citotoxicidade,
inseticida, anticancer, antifungico, antibacteriano, antinociceptivo, antioxidante,

antidiarreico, neuroprotetor, anticolesterasica, hipotensivo, regeneragao celular,
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gastroprotetor, regulagédo do fluxo intestinal, citoprote¢cdo, quimioprotetora, antiviral,
antimelanogénese, clareador da pele, antilipidémico, antiproliferativo, preservagao da
contratibilidade miocardica, cicatrizante, anti-inflamatéria, alelopatica, antitumoral,
bioherbicida, proliferador celular, antimicoplasma, acaricida, antidiabetes melittus tipo
Il, vasopressor, leishmanicida, moluscida, facilitador de neurotransmissao,
citostatico, antienzimatica, antiglicante, tripanocida.

As atividades bioldgicas citadas apenas reforcam as multiplas propriedades
relatadas na literatura para espécies da familia Myrtaceae. Ha relato do uso do género
Eugenia sp. também no tratamento da diabetes, utilizagdo como antimicrobianos e
anti-inflamatérios, bem como antioxidantes, antinociceptivos, anti-hemorragicos,
hipoglicémicos, sendo utilizados também para o tratamento de doengas na faringe e
estomacais (CASCAES et al., 2015).

O cerrado apresenta riqueza floristica e diversidade bioldgica do seu bioma,
dessa forma ha a necessidade cada vez intensa de se identificar e conhecer as
potencialidades e as propriedades que suas plantas apresentam, pois ha uma gama
inestimavel que pode ser pesquisada e possibilitar diversos usos, e que necessita ser
identificada (FILHO et al., 2019).

3.5 Técnica de secagem por mini spray drying

A técnica de secagem por atomizagao (spray drying) tem sido muito empregada
com intuito de se obter extratos com maior concentracdo de constituintes quimicos e
com melhores caracteristicas tecnologicas, como a redugdo significativa na
higroscopicidade dos produtos secos, possibilitando prevenir a formagao de
aglomerados (VASCONCELOS et al., 2005).

A secagem por spray drying envolve a atomizagdo de um liquido que contém
solidos em solucdo, suspensido ou emulsdo. O liquido € atomizado através de um
sistema centrifugo ou de alta pressao, no qual as goticulas atomizadas imediatamente
entram em contato com um fluxo de ar quente. A rapida evaporagao da agua permite
manter baixa a temperatura das particulas, de maneira que a alta temperatura do ar
de secagem né&o afete demasiadamente o produto. O processo de secagem por
aspersao consiste em trés etapas fundamentais. Na primeira fase, o fluido é disperso

como goticulas, produzindo uma grande area superficial. Na segunda, ocorre contato
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destas com uma corrente de ar aquecido, havendo transferéncia de calor. Na terceira
etapa acontece a evaporacao do solvente e a formacgao da particula sdlida.

Para a preparacado de extratos secos, a adicdo de adjuvantes a solugao
extrativa melhora o rendimento e as caracteristicas farmacotécnicas do pd obtido
durante a secagem. Entre os fatores relacionados as caracteristicas do material de
entrada, o uso de adjuvantes na técnica de secagem por aspersao € uma pratica muito
comum. Sao utilizados como adjuvantes neste processo: amido, ciclodextrinas,
diéxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, gelatina, goma arabica, lactose,
maltodextrina entre outros (VASCONCELOQOS et al., 2005).

Os adjuvantes devem caracterizar-se pela inércia, por isso a sele¢gao e o0 uso
adequado deles no processo de spray dryer é de fundamental importancia, visto que
determina a estabilidade e a qualidade dos extratos. O dioxido de silicio coloidal, € um
adjuvante que possui elevada superficie especifica e alto poder adsorvente, dessa
forma tem sido amplamente empregado, demonstrando resultados expressivos
durante a obtencao de produtos secos por aspersao a partir de solugdes extrativas de
diferentes espécies vegetais, visto que possibilita redugdo significativa na
higroscopicidade dos produtos secos, contribuindo para a nado formagao de
aglomerados no pé (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

3.6 Atividade antimicrobiana da familia Myrtaceae

Plantas que possuem em sua fitoquimica compostos aromaticos sao
amplamente empregadas de modo tradicional na medicina popular, na industria
farmacéutica, na industria de alimentos contribuindo na biotecnologia, demonstrando
inibicdo de bactérias e fungos (SARTORATTO et al., 2004).

Em decorréncia da atividade metabdlica secundaria apresentada pelos
vegetais, sdo produzidas substéncias como mecanismo de defesa para atuar no
combate a microorganismos, insetos e herbivoros que possam representar algum tipo
de ameaca a espécie vegetal (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Plantas da familia Myrtaceae apresentam em sua composi¢do grande
concentragao de terpenos, ressaltando que ha uma variagéo qualitativa e quantitativa
dos referidos compostos nas folhas dos vegetais dependendo da espécie avaliada
(KESZEI et al., 2010).
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Geralmente, sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento ou auxilio
no combate a disturbios gastrintestinais, doencgas infecciosas e hemorragicas, tendo
como partes comumente utilizadas as cascas, folhas e frutos (CRUZ; KAPLAN, 2004;
DE QUEIROZ, 2015).

Houve significativo aumento no numero de patentes, principalmente a
aplicacao de extratos de Myrtaceae na area farmacéutica. As aplicagdes de plantas
que sao compostas por ceratina (Pimenta dioica, Melaleuca alternifolia, 6leos
essenciais de Syzygium aromaticum ou extrato de casca de Myrciaria cauliflora) na
area de alimentos (na forma livre ou encapsulada) também mostraram resultados
interessantes na limitacdo da deterioracdo microbiana de carne e peixe frescos,
retardando a degradagao oxidativa em produtos carneos e inibindo a producdo de
aflatoxina no milho (SABER et al., 2023).

3.7 Avaliacao da toxicidade em modelo sistémico da espécie Galleria mellonella

O inseto Galleria mellonella possui um ciclo de vida de sete semanas, nas quais
cinco semanas sao para o desenvolvimento do ovo até o ultimo estagio larval, e duas
semanas referentes ao ultimo estagio culminando na evolugdo do invertebrado a
mariposa adulta. Os machos adultos dessa espécie medem de 10 a 15 mm e possuem
cor bege e marcas escuras, enquanto as fémeas adultas medem em torno de 20 mm
€ possuem cor marrom ou cinza e Sao mais escuras que os machos. Para reproducéao
em laboratorio, as mariposas adultas devem ser colocadas em um recipiente com
tampa e papéis para deposi¢cdo dos ovos. As fémeas realizam a deposi¢céo dos ovos
nas bordas dos papéis, apos dois dias. Posteriormente, os ovos sao retirados e devem
ser colocados em um recipiente plastico com tampa perfurada para possibilitar a
entrada de ar. O ciclo se inicia, apés 3 dias os ovos eclodem, e as larvas séo
alimentadas com pdlen e cera de abelha ou uma dieta artificial, que pode ser composta
por mel liquido, glicerina e uma mistura de farinhas, como farinha de milho, de trigo,
levedo de cerveja e leite em pd. As larvas alimentam-se e crescem até atingirem o
sexto estagio, no qual param de se alimentar para construir o casulo de seda e passar
a fase de pupa. A Galleria mellonella permanece no estagio de pupa por uma a duas
semanas e, entdo, transforma-se em mariposa adulta (RAMARAO; NIELSEN-
LEROUX; LERECLUS, 2012).
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Figura 3 - Diferentes estagios de desenvolvimento de Galleria mellonella. Ovos (1), larva de aproxi-
madamente 10 dias (2), larva de aproximadamente 20 dias (3), larva de 25 a 35 dias (4 e
5), larva de aproximadamente 40 dias (ultimo estagio larval) (6), pré-pupas (7,8 e 9).

Fonte: JORJAO et al., 2018.

Em modelos de toxicidade sistémica aguda, a avaliagéo é realizada com larvas
de G. mellonella, através da administragcao de doses da substancia objeto de estudo
por meio de inje¢ao nas larvas. O monitoramento € realizado por 72 horas. Durante
esse periodo, € verificada qual é a dose letal capaz de matar 50% das larvas,
representando uma importante informagao sobre a toxicidade do composto (DA
NOBREGA ALVES et al., 2020).

Figura 4 - Larvas de Galleria mellonella apds inoculagéo.

Fonte: Da autora, 2023.
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Os primeiros trabalhos utilizando larvas de G. mellonella, foram publicados no
final da década de 1950 e na década de 1960. Artigos cientificos publicados nesse
periodo avaliaram a possibilidade de imunizacdo de G. mellonella contra a bactéria
gram-negativa, Pseudomonas aeruginosa (CHADWICK; VILK, 1969; STEPHENS,
1959). A utilizacdo da espécie Galleria mellonella atraiu atengdo como modelo para
estudos de infeccdo em meados do ano de 2010. Atualmente, as larvas do referido
invertebrado vem sendo utilizado como hospedeiro experimental para estudar o efeito
de bactérias probioticas na patogénese microbiana. Uma das principais vantagens
desse modelo é o fato de a larva poder ser incubada a 37°C, o que mimetiza a
temperatura do corpo humano (KOHLER, 2015).

A G. mellonella tem sido utilizada em estudos que envolvem patofisiologia e
viruléncia de bactérias e fungos, visto que o seu sistema imunoldgico apresenta
mecanismos semelhantes aos que existem em mamiferos, o que possibilita a
obtencdo de excelentes resultados. Este sistema imune inato é constituido pela
resposta celular e humoral. Diferentes peptideos que auxiliam na neutralizagao e
eliminacdo de um patdogeno fazem parte da resposta imune humoral, dentre os
peptideos citados anteriormente estdo presentes a melanina, responsavel pelo
processo de melanizagédo do patdégeno e da cicatrizagao do inseto, moléculas do tipo
complemento e peptideos antimicrobianos. Enquanto a resposta imune celular alia-se
com varios tipos de hemdcitos, células semelhantes aos fagécitos de mamiferos, e
que possuem funcao de fagocitose, encapsulamento, nodulagdo e coagulagcéo da
hemolinfa. Pode-se citar como uma das vantagens do uso da G. mellonella é a
manutencao da larva a 37 °C, temperatura na qual normalmente ocorre as infecgcdes
fungicas nos seres humanos (ANDREA; KROGFELT; JENSSEN, 2019; DJAINAL et
al., 2020).

Galleria mellonella € um modelo de inseto bem aceito para o estudo de
interagbes patdgeno-hospedeiro e compostos antimicrobianos. As principais
vantagens deste modelo incluem o baixo custo de manutencéo, o ciclo de vida rapido,
a possibilidade de usar grande numero de larvas e a imunidade inata do sistema, que
é evolutivamente conservado em relagdo aos mamiferos. Devido a essas vantagens,
diferentes grupos de pesquisa tém trabalhado para implementar a criagdo de
Galleriamellonella em laboratério (ANDREA et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

As folhas da espécie Eugenia florida foram coletados entre 08 e 09 horas, do
dia 02 de dezembro de 2020, no sul do Estado de Minas Gerais, proximo a Fazenda
Cachoeirinha, municipio de Alfenas, em uma area de cultivo de café, sob as
coordenadas geograficas W045°56'07.8” e S21°33'51.7”. Os dados de coleta e as
coordenadas do local foram fornecidos pelo Prof. Dr. Marcelo Aparecido da Silva, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG).

4.2 Depoésito das exsicatas

A exsicata da espécie Eugenia florida foi depositada e registrada no Herbario
da Universidade Federal de Alfenas, campus Alfenas-MG, sob o numero de registro
2562. A espécie ja havia sido identificada anteriormente pelo professor Dr. Geraldo
Alves da Silva, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNIFAL-MG), e confirmada
pelo professor Dr. Marcos Eduardo Guerra Sobral, da Universidade Federal de Sao
Jodo Del Rei, Campus DCNAT (UFSJ).
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Figura 5 - Exsicata referente a espécie Eugenia florida depositada no herbario da Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL -MG) sob o numero de registro 2562.

Fonte: Da autora, 2023.

O presente trabalho foi cadastrado (n°® A5C2B19) no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)
— Ministério do Meio Ambiente, Brasil — em concordéncia com os termos da Lei n°

13.123/2015 e seus regulamentos.

Tabela 1 - Dados de registro da Eugenia florida no herbario e localizagdo geografica do local de coleta

da espécie.
Material vegetal Registro no_h?\;téarlo UNIFAL Coordenadas geograficas
Folha e caule 2562 W045°56'07.8"

$21°33'51.7”

Fonte: Da autora, 2023.
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4.3 Secagem e moagem do material vegetal

As folhas coletadas da espécie vegetal foram previamente divididas, separadas
e dispostas em camadas finas, sendo submetidas a secagem em estufa de circulagéo
e renovacéo de ar (Solab® SL 102), a 45°C, durante 42 horas ou até peso constante.
A temperatura da estufa foi controlada por meio de termostato e de termémetro, os
quais garantiram a homogeneidade no processo de secagem.

ApoGs a secagem, o material vegetal passou por uma divisdo grosseira, seguida
pela pulverizagdo em moinho de facas (Créton® TE-625-TECNAL). O pé obtido foi
pesado e armazenado em frascos de vidro Ambar devidamente vedado, identificado e

rotulado.

4.4 Determinagao da perda por secagem

Cerca de 4 g do material vegetal fresco obtido foi colocado para secagem em
estufa de ar circulante a temperatura de 45°C. A perda de agua foi monitorada por
pesagens consecutivas, até que o peso ficou constante. O resultado encontrado foi
expresso em perda de substéncias volateis e/ou de agua percentual, pela média de
trés determinagdes. A amostra foi pesada em um tempo pré-estabelecido, de 6 em 6
horas (MELLO; PETROVICK, 2000).

4.5 Determinagéo da granulometria

O p6 obtido, apdés a moagem, foi padronizado quanto ao seu tamanho médio
de particula, segundo os critérios especificados pela Farmacopeia Brasileira, 62
edicdo (BRASIL, 2019). Para isto, foram utilizados tamises de malhas 250, 355, 500,
710 e 850 ym, do menor para o maior diametro, e um agitador eletromagnético Bertel®.

Com a vibragao ja pré-selecionada, 100 g de amostra foi transferida para o
tamis de malha 850 ym e submetidos a vibracdo por 15 minutos. Apds o término do
tempo, a amostra retida em cada tamis foi removida, transferida para um papel
impermeavel e pesada.

Em seguida, os tamanhos médios das particulas foram mensurados e a

distribuicao das particulas foi expressa pela referéncia a abertura nominal da malha
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dos tamises utilizados. Para o calculo do tamanho médio das particulas (Tm) foi

utilizada a seguinte expressao, dada por Ansel, Popovich e Allen Jr (2000):

Tm = [}, (% retida) x (abertura média)]/ 100 (Eq. 1)

4.6 Obtencdo do extrato vegetal e fracdo acetato de etila, e posterior secagem

utilizando o processo de secagem por atomizagao

Para obtencéo do extrato bruto submeteu-se 152,22 g da droga vegetal obtida
ao método de extragao exaustivo de percolagao simples desenvolvido segundo Prista,
Alves e Morgado (2008). O processo teve inicio com o intumescimento prévio do pé
com o solvente de escolha para extragéo (etanol 70% (v/v)), até que atingisse a textura
suficientemente ideal para compactar sem saturar. Apos esse periodo, o percolador
foi empacotado com a mistura de po + etanol 70% v/v da forma mais homogénea
possivel. Evitando a formagdao de bolhas ou de caminhos alternativos dentro do
percolador. A mistura hidroetandlica foi adicionada aos poucos, até cobrir a superficie
do po. A mistura foi deixada em maceragdo por 48 horas. Apos este periodo,
procedeu-se a percolagdo com o gotejamento na frequéncia de vazao de 1-2 mL/min.
Obteve-se aproximadamente 454 mL de solugdo extrativa (percolado) apds o
processo de percolacao.

A solugao extrativa obtida foi concentrada em rotaevaporador (Fisatom® 801),
a temperatura de 50°C, sendo adicionados 2,8 g (28,0%) do agente carreador dioxido
de silicio coloidal em cada 100 mL de extrato concentrado.

Posteriormente, foram submetidos ao processo de secagem por atomizagao
que foi realizada através de um Mini Spray Dryer (Buch B-290). Equipamento este que
apresenta a capacidade maxima de secagem de 1,0 litro de agua por hora e bico
atomizador integrado de duplo fluido com 0,7 milimetro de didmetro. Os ensaios foram
realizados a temperatura de entrada do ar de secagem de 130°C e temperatura de
saida 75 — 80°C, com vazao de alimentagdo de 10 mL/h (controlado por bomba
peristaltica) e aspiragéo de 80%, com adigao de didxido de silicio coloidal, usado como

agente adjuvante.

O rendimento do extrato seco foi calculado pela expressao:
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Rendimento (%) = (Mes/Mmv) X 100 (Eq. 2)

Onde Mes é a massa de extrato seco ao final do processo (g) e Mmv € a massa
de tomada de ensaio do extrato bruto (g).

Ap0ds a obtencao do extrato seco, ele foi armazenado de maneira hermética em
frascos ambar, e mantidos em geladeira, para posterior uso nos ensaios de

caracterizagdo quimica e avaliagdo da atividade farmacoldgica.

4.7 Obtencao da fracido acetato de etila

Para obtencéo da fragdo acetato de etila 30,2 g do extrato seco foi dividida em
trés partes de 10,07 g, sendo que, cada parte foi dissolvida em agua (300 mL) e
particionada com 200 mL de acetato de etila por cinco vezes. Apds o procedimento, o
solvente volatil foi submetido a evaporagao por rotaevaporador (Fisatom® 801), a
temperatura de 40°C e posterior eliminag&o total do solvente em capela de exaust&o
sobre aquecimento em chapa na temperatura de 35°C.
O rendimento da fragao acetato de etila obtido do extrato seco foi calculado pela
expressao:
Rendimento (%) = (Mracet/Mes) x 100 (Eq. 3)

Onde Mracet € a massa da fragao acetato de etila obtida do extrato seco ao final
do processo (g) e Mes € a massa de tomada de ensaio do extrato seco (g).

Apos a obtencao da fracdo acetato de etila, os produtos foram armazenados
de maneira hermética em frascos ambar, e mantidos em geladeira, para posterior uso

nos ensaios de caracterizagao quimica e avaliagdo da atividade farmacologica.

4.8 Avaliacao qualitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um

espectrdmetro de massas

A avaliagado qualitativa da composicdo quimica do extrato seco e da fracao
acetato de etila obtidos das folhas da espécie Eugenia florida foi realizada através da
técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O detector de arranjo de

fotodiodos (PDA) foi utilizado acoplado ao sistema CLAE, o que possibilitou o
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processamento dos dados cromatograficos obtidos permitindo a analise dos
resultados na forma de cromatogramas. O detector de arranjo de fotodiodos € um tipo
de detector de comprimento de onda variavel que opera na regido do ultravioleta, e
torna possiveis analises em diferentes comprimentos de onda simultaneamente, pois
possibilitam uma “varredura” na regido do UV-Vis em uma unica corrida
cromatografica. Neste tipo de detector a grade de refragdo é alternada e colocada
depois da cela da amostra, sendo adicionado um conjunto de fotodiodos onde os
comprimentos de onda resultantes sdo focalizados. Este realiza a varredura do
espectro o qual os dados sao captados e armazenados em um computador. Com este
detector, o computador pode produzir um cromatograma a partir de um dado
comprimento de onda ou uma série de espectros em intervalos de tempo fixo.

As amostras para avaliagao do extrato seco e da fragdo acetato de etila obtido
das folhas da espécie Eugenia florida foram preparadas em pequena escala para
analise da composicao quimica. As amostras foram submetidas a etapa de clean up
por extracdo em fase solida (SPE) em cartucho de fase reversa C1s com 500 mg 6
mL" (45 ym, Chromabond®). O cartucho foi previamente ativado com MeOH (4,5 mL)
e equilibrado com H20 (4,5 mL) e MeOH/H20 (85:15, v/v) (4,5 mL). As amostras (10
mg) foram previamente solubilizadas em 1,5 mL da solugdo MeOH/H20 (85:15, v/v),
carregado no cartucho e eluido com a mesma proporgdo de fase mével. Apds a
secagem, 2 mg de amostra foi ressuspendida em 2 mL de uma solugdo MeOH/H20
(1:1, v/v) fornecendo uma solugdo com uma concentragdo de 1 mg/mL. Ao fim, a
solugao foi filtrada em filtro PTFE Millex® com tamanho de poro 0,22 uym.

O perfil quimico cromatografico das amostras foi realizado em um sistema LCQ
FLEET, Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA. Sistema Accela, acoplado a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com sistema quaternario
de bomba e injetor automatico com detector de arranjo de diodos e a um
espectrometro de massas ion com uma fonte de ionizagéo por electrospray em modo
positivo e negativo.

As separacdes em CLAE foram conduzidas em uma coluna Hypersil GoldTM de
fase reversa C1s (50 mm x 2 mm i.d., 2 um). O volume de injecéo foi de 5 L e a vaz&o
de 1 mL/min. Para a eluicdo das amostras foi utilizado um gradiente linear com uma
fase movel composta por agua acidificada com 0,1% de acido formico (solvente A) e

metanol (solvente B), de 5 a 40% (B) em 8 min e 40 a 100% (B) em 3 min. A voltagem
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de ionizagao foi de 4,5 kV, do capilar foi ajustada para 11 V e a temperatura do capilar
para 275°C.

Os experimentos de fragmentacéo foram realizados por dissociagéo induzida
por colisdo (CID) e foram executados no modo auto MSn (fragmentagé&o inteligente)
usando o modo UlfraScan para aquisicao de MS/MS e um aumento de energia de
colisdo com a maxima amplitude de fragmentacao definida para 60%. A faixa de
aquisicao foi de m/z 100-1500. Os espectros de massas foram adquiridos no modo
positivo e negativo, e processados no software Data Analysis.

4.9 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para os testes de determinacgao da atividade antimicrobiana foram utilizados
microrganismos cepas ATCC (American Type Culture Collection) que foram cedidos
pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Laboratério de Microbiologia Basica

da UNIFAL/MG pela professora doutora Amanda Latércia Tranches Dias.

4.10 Determinagao da concentragao inibitoria minima

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada utilizando o protocolo
MO7-A11 para bactérias (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2018) e M27 para leveduras (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2017), desenvolvidos pelo Clinical Laboratory Standardization Institute.

O experimento foi realizado com cepas da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus ATCC 6538, da bactéria Gram-negativa Escherichia coli
ATCC 25922 e de levedura Candida albicans ATCC 10231. Foram reativadas a partir
das culturas estoque em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 h a 35°C, e
posteriormente suspendidas em solucdo de NaCl 0,9 % estéril. A turbidez desta
suspensao foi avaliada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland, padronizando em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 660 nm, 75 % de transmitancia, o que
equivale a 1-2 x 108 UFC/mL. Depois foi realizada uma diluicdo de modo a obter uma
concentracao bacteriana em torno de 1-2 x 105 UFC/mL.

Em microplacas estéreis de 96 pocos, o volume final de cada pogo foi de 200
ML, de uma mistura composta por 160 uL de caldo Mueller-Hinton, 20 uL da amostra

diluida de forma seriada (iniciando em 10.000 pyM) e 20 pL da suspensao do
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microrganismo. A microplaca foi incubada em estufa a 37°C por 24h. Apds a
incubacao, a leitura foi realizada com o revelador resazurina, adicionando-se 20
ML/poco.

Alguns pogos da microplaca foram utilizados para controles, como: Esterilidade
do caldo Mueller Hinton (branco do meio de cultivo), do inéculo (branco do crescimento
bacteriano), do solvente utilizado para o preparo da amostra (branco da amostra) e
como controle positivo foi utilizado Estreptomicina para bactérias e Nistatina para a
levedura.

O teste foi realizado em triplicata e a leitura foi feita pelo método visual

(colorimétrico).

4.11 Determinagao da concentragdao microbicida minima

Levando em consideracdo os resultados obtidos do teste de concentracéo
inibitéria minima, as suspensdes dos pog¢os das microplacas nas quais ndo houve
crescimento microbiano foram utilizadas para a determinacdo da concentracéo
microbicida minima (CMM). Portanto, apds a leitura do resultado do teste anterior, 10
ML dessas suspensdes foram inoculadas em placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton, em triplicata, e incubadas a 37°C por 24 horas.

As concentragdes microbicidas minimas (CMM) foram consideradas como a
menor concentracdo das amostras testadas que n&ao permitiram crescimento celular

sobre a superficie do agar inoculado.

4.12 Avaliacéo da toxicidade em modelo sistémico da espécie Galleria mellonella

O efeito de toxicidade aguda foi avaliado usando o modelo de larvas de Galleria
mellonella, conforme descrito por Sardi et al. (2017), com modificagbes. Foram
testadas o extrato bruto na concentragdo de 1 mg/mL e a fragdo acetato de etila na
concentragcdo de 1 mg/mL para determinar a toxicidade das larvas ao longo do tempo.
Para cada grupo foram selecionadas aleatoriamente 10 larvas, pesando entre 0,25 e
0,3 g, sem sinais de melanizagc&o. Dez microlitros da amostra ou do controle (alcool
etilico 50%) foram injetados na hemocele de cada larva através da ultima proleg direita
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usando uma Seringa Hamilton de 25 pL. As larvas foram incubadas a 30°C e
analisadas em intervalos de 12, 24, 48 e 72 horas.

Para avaliagao do ensaio de toxicidade, foi utilizado o sistema de pontuacao
proposto por Loh et al., 2013, que se encontra na Tabela 2. Quatro parametros foram
avaliados: Atividade, producdo de cera (formagdo de casulo), melanizacédo e
sobrevivéncia. Uma larva saudavel e sem infecgdo geralmente pontua entre 9 e 10.
Se com infecgdo grave pontua entre 1 e 2 e morta ndo pontua. Apenas as larvas sem

movimentos ao toque foram consideradas mortas.

Tabela 2 - Sistema de pontuacgdo para avaliagédo das larvas de Galleria mellonella.

Categoria Descrigao Pontuagao

Atividade Sem atividade 0
Baixa atividade ¢/ estimulo 1

Atividade com estimulo 2

Atividade sem estimulo 3

Casulo Sem casulo 0
Casulo parcial 0,5

Casulo completo 1

Melanizag¢do Completa melanizagdo (preta) 0
Mais de 3 pontos pretos 2

Menos de 3 pontos pretos 3

Sem melanizagao 4

Sobrevivéncia Morta 0
Viva 2

Fonte: LOH et al., 2013, p. 09.
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4.13 Analise estatistica

Para o estudo in vivo, os grupos tratados e nao tratados foram comparados por
meio do teste de Log-rank (Mantel-Cox). Os resultados foram considerados

significativos em P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagao da perda por secagem

O ensaio de determinagdo de perda por secagem se destina a determinar a
quantidade de substancia volatil de qualquer natureza eliminada nas condi¢des
especificadas para cada material (ANVISA, 2019). A determinacdo da perda
percentual de agua e/ou substancia volateis em um extrato vegetal representa um
parametro de auxilio na sua conservagao (COSTA et al., 2009).

Para a Eugenia florida o ensaio foi conduzido segundo Bastos et al. (2019),
utilizando-se cerca de 4 g do material vegetal para realizagdo da secagem em estufa
a 45°C sendo a massa total monitorada em balanga analitica, com avaliagao de 6 em
6 horas, até folhas adquirirem peso constante, apds 3 pesagens consecutivas.

Os resultados obtidos para a determinagdo da perda por secagem estido

especificados na Tabela 3.

Tabela 3 - Perda percentual de agua e/ou substancia volateis dos materiais vegetais de Eugenia florida,

apos tempo secagem.

. Massa inicial (g) Massa final (g) o
Material vegetal Tempo 0 horas Tempo 42 horas Perda percentual (%)
Folha Eugenia florida 4,23 1,99 47,04%

Fonte: Da autora, 2023.

Apo6s o tempo de 42 horas, obteve-se um peso constante do material vegetal
de 1,99 g. A perda percentual de massa, por secagem, foi igual a 47,04%, o que indica
uma reducao significativa do peso inicial das folhas.

A secagem é o processo usado para reduzir o teor de umidade pés-colheita de
plantas medicinais e aromaticas (70% a 85% em base umida) para o nivel de umidade
adequado (10% a 15% em base umida) para armazenamento seguro (ALTAY et al.,
2019).

A importancia da secagem é possibilitar prolongar a vida util do material
vegetal, retardando o crescimento de microorganismos e minimizando os requisitos
de embalagem. Durante a secagem, muitas mudangas podem ocorrer dependendo
do método e das condi¢des nas quais foi realizada. Algumas reag¢des bioquimicas séo
evitadas ou retardadas, porém podem ocorrer alteragoes nas propriedades sensoriais

e perdas em alguns compostos, especialmente compostos volateis, dessa forma no
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momento da escolha do método de secagem deve-se considerar a estabilidade
quimica dos materiais (YAZAR; DEMIRAY, 2023).

5.2 Determinacao da granulometria

Os resultados da analise granulométrica realizada com os pds obtidos das

folhas de Eugenia florida estao apresentados abaixo no Grafico e na Tabela 4.

Tabela 4 - Calculo do tamanho médio das particulas das folhas pulverizadas de Eugenia florida.

M . Abertura do tamis Abertura média Teor de amostra % ret|da'x'
aterial vegetal e abertura média /
(Mm) (um) retido (%) 100
0** 125,00 45,22 56,53
250 302,50 30,45 92,11
Folha Eugenia 355 427,50 18,53 79,22
florida 500 605,00 4,78 28,92
710 780,00 0,69 5,38
850 850,00 0,33 2,81
Tm =[Y (%retida x abertura média)] / 100 264,97 pm

Fonte: Da autora, 2023.
Legenda: Tm — tamanho médio de particula. *“Média de trés determinagdes. **Fundo coletor.

Os dados presentes na tabela 4 foram obtidos com o calculo de tamanho médio
da particula, através da equacgao de Ansel, Popovich e Allen Jr (2000) e os resultados
demonstrados indicam que, para as folhas de Eugenia florida, o tamanho médio
encontrado para as particulas do p6 vegetal foi de 264,97 ym.

A granulometria de pds causa impacto na qualidade do processo extrativo e do
produto. Os pés grossos, moderadamente grossos e semifinos sdo considerados, de
acordo com a literatura, como os ideais para a producao de extratos. Isto se deve
exclusivamente as caracteristicas das particulas formadas a partir da moagem do
material vegetal. Os pdés que foram citados, apresentam tamanho de particula
intermediario e perfil homogéneo, favorecendo uma melhor penetrabilidade do
solvente dentro da célula vegetal e, por conseguinte, um maior rendimento extrativo.
Além disso, apresentam menor retengdo de umidade, diminuindo a formacgédo de
aglomerados (MENDEZ et al., 2011).



38

5.3 Rendimentos do extrato seco e da fragdo acetato de etila apds secagem

Os rendimentos do extrato seco e da fracdo acetato de etila obtida do extrato
seco estao apresentados nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5 - Rendimentos do extrato seco obtido das folhas de Eugenia florida.

Material Quanhdgde inicial do Quantidade de Rendimento (%)
material vegetal extrato seco (g)
Folha 152,22 45,41 29,83

Fonte: Da autora, 2023.

Tabela 6 - Rendimentos da fragcao acetato de etila obtida do extrato seco das folhas de Eugenia florida.

Quantidade inicial de Quantidade de
Material fracdo acetato de Rendimento (%)
extrato seco (g) .
etila (g9)
Folha 30,20 3,91 12,95

Fonte: Da autora, 2023.

O preparo do extrato seco foi realizado método de percolacdo, e, em
comparagdo com o preparo da fragdo acetato de etila apresentou um maior
rendimento totalizando 29,83%. Isso sugere que os compostos majoritarios presentes
nesse extrato sejam os mais polares, ja que o solvente utilizado (etanol 70%)
apresenta um grau de polaridade suficiente para extrair tais compostos.

O solvente acetato de etila, utilizado para a obtencao da fracdo acetato de etila
apresenta uma polaridade intermediaria, ou seja, oferece uma polaridade
intermediaria, favorecendo dessa forma a extragdo de compostos como acidos
fendlicos de baixo peso molecular, terpenos e agliconas de flavonoides. (PATEL et al.,
2016).

O pH do liquido extrato pode interferir na extracdo de determinadas substancias,
dessa forma para escolha do solvente ideal deve levar, também, em consideragao a
sua toxicidade, riscos, a disponibilidade e o custo do solvente. O método extrativo e o
solvente extrator estdo diretamente relacionados ao rendimento do extrato final, e,
também aos metabdlitos extraidos. Dessa forma € preciso levar em consideragao o

gue se deseja extrair, pois muitas substancias sao termossensiveis. Enquanto outras
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podem sofrer modificagdes estruturais irreversiveis em altas temperaturas (COSTA,;
HOSCHEID, 2018).

5.4 Resultados referentes ao fingerprint obtidos por analise de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

A triagem fitoquimica para a espécie Eugenia florida foi realizada através da
técnica de "fingerprint' visando a caracterizacdo quimica do extrato seco e da fragao
acetato de etila obtidos das folhas da referida espécie.

Figura 6 - Perfil cromatografico por CLAE — PDA do extrato seco obtido das folhas de Eugenia florida.

) &

Fonte: Da autora, 2023.

A figura 6 demonstra o cromatograma de separagao dos constituintes quimicos
presentes no extrato seco obtido das folhas de Eugenia florida.
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Figura 7 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA do extrato seco
obtlido das folhas de Eugenia florida.
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Figura 8 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA do extrato seco
obtido das folhas de Eugenia florida.
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Figura 9 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA do extrato seco
obtido das folhas de Eugenia florida.
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Figura 10 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA do extrato
seco obtido das folhas de Eugenia florida.
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Figura 11 - Perfil cromatografico por CLAE — PDA da fragdo acetato de etila obtida das folhas de
Eugenia florida.
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Figura 12 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA da fragao

acetato de etila obtida das folhas de Eugenia florida.
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Figura 13 - Espectros de UV-VIS obtido do perfil cromatografico por CLAE — PDA da fragdo acetato de
etila obtida das folhas de Eugenia florida.
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Figura 14 - Espectros de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA da fragao
acetato de etila obtida das folhas de Eugenia florida.
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Figura 15 - Espectro de UV-VIS obtido a partir do perfil cromatografico por CLAE — PDA da fragédo
acetato de etila obtida das folhas de Eugenia florida.

Fonte: Da autora, 2023.

As figuras 6 e 11 mostram os cromatogramas da composi¢ao quimica da matriz
obtido pela analise por HPLC-PDA, avaliada pelo numero de picos eluidos ao longo
da corrida cromatografica.

A partir da analise dos picos obtidos nos espectros no ultravioleta ha a
constatagao de compostos flavonoides e acidos fendlicos pela presenca de espectros
com bandas caracteristicas dessas classes em todas as amostras analisadas. A
analise dos espectros de absorgao no ultravioleta forneceu informagdes importantes
para sinalizar o perfil quimico do extrato seco e da fracdo acetato de etila das folhas
de Eugenia florida.

Os compostos com tempo de retengcdo em aproximadamente 0,6 minutos,
apresentaram espectros UV com maximo de absor¢cdo em 272 nm (Figura 7) e 271
nm (Figura 12) correspondendo respectivamente aos resultados do extrato seco e da
fracdo acetato de etila. Os resultados obtidos sdo caracteristicos da classe de
compostos fendlicos (FRANCO et al., 2016).

Conforme demonstrado na figura 10, e figura 15 através da avaliagdo dos
espectros UV obtidos dois maximos de absorcéo, entre 240-290 nm e 300-390 nm
indicando a presenca de flavonoides. Os flavonoides devido a sua estrutura quimica
apresentam duas bandas de absorgédo do espectro eletromagnético na regiao visivel
correspondentes aos dois sistemas aromaticos presentes em agliconas, sendo que a
banda Il, com maximo na faixa espectral de 240-290 nm, é atribuida ao anel A do
flavonoide que possui o sistema benzoil com menor extensdo da conjugacgéo

eletrébnica. Enquanto a banda | apresenta maximo na faixa espectral de 300-390 nm
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atribuida ao anel B que possui o sistema cinamoil com maior extensao das ligagdes
conjugadas (Figura 16). Flavonas, flavondis e flavondis glicosilados sao usualmente
detectados em comprimento de onda de 270 nm, 365 nm ou 370 nm, embora
detecgdes em 280 e 350 nm tem sido usada. Quanto maior a extensdo da conjugag¢ao
eletrénica, menor serd a energia absorvida pelo sistema e, portanto, maior sera o
comprimento de onda absorvido (HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008).

Figura 16 - Estrutura geral de um flavonoide, com os anéis A e B e seus sistemas benzoil e cinamoil.

Sistema Benzoil | | Sistema Cinamoil

Fonte: Da autora, 2023.

Para as analises por CLAE-PDA de flavonoides as variagcbes nas faixas de
absorcao irdao depender do numero de hidroxilas e do grau de substituicdo destas.
Alteracdes na absorcdo da banda Il correspondem a diferentes substituicoes
causadas no anel A enquanto as alteracdes nos anéis B e C tendem a modificar a
absorcéo da Banda | (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

Para a espécie Eugenia florida foi adotada a analise por espectrometria de
massas devido ao conhecimento prévio da presengca de compostos fendlicos e
flavonoides em sua composic¢ao (SILVA, 2018). O potencial de agao antimicrobiana
relatado na literatura para extratos hidroetanolicos de folhas do género Eugenia sp.
pode estar correlacionado com o teor de compostos fendlicos e principalmente
flavonoides presentes, a explicacado se concentra no fato de tanto compostos fendlicos
quanto os flavonoides serem capazes de formar complexos com ions metalicos,
proteinas e polissacarideo, tal complexagcdo provoca a degradagao da membrana
proteica, causando o extravasamento do conteudo intracelular, a ruptura celular

apresenta como resultado a inativagdo dos micro-organismos (GAMA et al., 2022).
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5.5 Avaliagao qualitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um

espectrdmetro de massas

As figuras 17 e 18 demostram os espectros de massas em full scan do extrato
seco e fragao acetato de etila respectivamente, evidenciando os ions precursores das
moléculas desprotonadas ([M-HJ]). As fragmentacbes para cada um dos ions levaram
a identificacdo dos metabdlitos. Para estes ions, fragmentos em multiplos estagios
(MS™) foram obtidos, o que permitiu a identificagdo das estruturas quimicas de
algumas moléculas, propostas de acordo com os mecanismos de fragmentacao

observados nos espectros e comparados com a literatura.

Figura 17 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan do extrato seco de Eugenia
florida no modo positivo.
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Fonte: Da autora, 2023.

Figura 18 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan da fragao acetato de etila de
Eugenia florida no modo positivo.
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Fonte: Da autora, 2023.
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Tabela 7 - Compostos quimicos identificados pela técnica de CLAE-ESI-IT-MSn (modos negativo e
positivo) no extrato seco e fragdo acetato de etila de Eugenia florida.

[M-H] - [M+H]* MS" (m/2) Sugestdo de nome para a Referéncia
estrutura
o o KRUSE et al.,
255 211, 167, 149 Acido piscidico 1999
FARIA;
- MARQUES;
- 465 303 Delfinidina-O-Hexose MERCADANT
E, 2011
449 317,275 Miricetina-O-Pentose BASTOS et al,
2019
SANCHEZ-
325 163, 119 Acido-p-cumarico-O-hexose ~ RABANEDA et
al., 2003
. . BASTOS et al.,
271 243, 227, 211 Naringenina 2019
593 431, 285 Canferol-O;}desomhexose-O- DINl et al.,
exose 1991
- 619 457, 413, 395 Acido betulinico heterosideo BARRETO et
al., 2013
- . . MULLEN et
475 301, 259, 217 Acido elagico-4-acetilpentose al,, 2003
780, 634, 488, 444, ; . . , BRANDAO et
- 926 400 Acido melaléucico heterosideo al,, 1992
aQ ina-O-h o SALDANHA,;
uercetina-O-hexose-O- )
1075 923, 177, 525, 463, Galoihexose-O- D\gtEKigi'L
galoidesoxihexose ¢
2013
1027, 1001, 865, . - BASTOS et al.,
1153 739, 713 Catequina tetramérica 2019

Fonte: BASTOS et al, 2019.
Legenda: MS" = fragmentagcées em multiplos estagios; m/z = razdo massa-carga.

Os extratos das folhas de E. florida demonstraram apds avaliacao fitoquimica
qualitativa a presenca de uma variabilidade de metabdlitos secundarios. Os resultados
apresentaram presenca de flavonoides, polifendis e saponina. A caracterizagao por
MS do extrato das folhas de E. florida, revelou a presenca de acidos fendlicos,
flavonoides e saponina triterpénica, de acordo com a literatura relatada para o género
Eugenia sp., baseando-se nos padrbes e mecanismos de fragmentagao para cada
molécula obtida. Dentre as moléculas identificadas nos extratos, destacam-se: acido
piscidico, delfinidina-O-hexose, miricetina-O-pentose, acido-p-cumarico-O-hexose,

naringenina, canferol-O-desoxihexose-O-hexose, &acido betulinico heterosideo,
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quercetina-O-hexose-0O-galoihexose-O-galoidesoxihexose e catequina tetramérica

(Figura 19).

Figura 19 - Representacgdo estrutural dos compostos identificados por espectrometria de massas, no
extrato seco e na fracdo acetato de etila de Eugenia florida. (continua)
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OH ¢

OH

Miricetina-O-pentose

Acido-p-cumarico-O-hexose

Fonte: Da autora, 2023.
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Figura 19 - Representacgédo estrutural dos compostos identificados por espectrometria de massas, no
extrato seco e na fragéo acetato de etila de Eugenia florida. (conclusao)

Naringenina

Canferol-O-desoxihexose-O-hexose

OH

HO O

OH 0]

Acido betulinico heterosideo

Fonte: Da autora, 2023.
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Os compostos identificados quercetina-O-hexose-0O-galoihexose-O-
galoidesoxihexose, naringenina, catequina tetramétrica, miricetina-O-pentose,
canferol-O-desoxihexose-O-hexose e delfinidina-O-hexose tratam-se de flavondides,
os quais fazem parte de um grande grupo de compostos polifendlicos, cujas atividades
bioldgicas sao diretamente dependentes de suas estruturas quimicas, que, por sua
vez, podem se diferenciar quanto a classe estrutural, ao grau de hidroxilagéo e as
substituicdes (KUMAR; PANDEY, 2013; VEZZA et al., 2016).

Estes compostos podem ser subdivididos em uma variedade de classes
quimicas diferentes quanto ao esqueleto basico. No caso do género Eugenia sp., as
subclasses mais comuns de flavonoides biossintetizados pelas espécies sao flavonas,
flavondis, flavanonas, flavan-3-ois e antocianos (Figura 10). Estes flavonoides podem
apresentar-se na forma livre (aglicona) ou entdo conjugados com acgucares do tipo
glicose, arabinose, ramnose, xilose ou acido glicurénico, normalmente presentes na
conformacgao beta (heterosideos). As formas O-heterosidicas sdo as mais comuns no
género Eugenia sp., enquanto os C-heterosideos s&o raros neste género vegetal
(ALIPOUR et al., 2014).

Na literatura ha muitos relatos sobre os flavonoides possibilitarem um aumento
na atividade de antibidticos, contribuindo para a redugcédo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) dos antibidticos agindo contra diferentes bactérias (SILVA, 2020).

Figura 20 - A figura representa o nucleo fundamental e demonstra alguns exemplos de subclasses de
flavonoides encontrados no género Eugenia sp.
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Fonte: Adaptado de BASTOS, 2019.
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As subclasses flavonas e os flavonodis possuem o esqueleto que se apresenta
mais simples quando comparados aos demais tipos de flavonoides. Isso pode ser
justificado pelo fato de apresentarem origens biossintéticas semelhantes entre si,
sendo assim estas duas classes sao classificadas juntas. As caracteristicas das
flavonas sdo baseadas na presenca dos agucares ligados em posigao diferente da
dos flavondis, sendo que, neste ultimo, as moléculas de agucar se ligam
preferencialmente no C3, no caso das espécies do género (HOSTETLER et al., 2017,
PHIE et al., 2017).

As subclasses das flavanonas e os flavan-3-6is sdo caracterizadas por uma
ligacao simples entre os carbonos das posigdes 2 e 3 do anel C em seu nucleo
fundamental. As flavanonas nao apresentam atomos de oxigénio ligados ao C3,
enquanto os flavan-3-6is contém uma ligagdo OH, em decorréncia desse fato, os
flavan-3-0is apresentam centros de assimetria em suas moléculas. Os flavan-3-ois
sao moléculas precursoras da formagdo de uma outra classe de metabdlitos
secundarios, denominada de taninos condensados, sendo estes oligbmeros e
polimeros (PHIE et al., 2017).

O composto acido betulinico heterosideo pertence a classe denominada
saponina, que séo caracterizados como metabdlitos secundarios de elevada massa
molecular e que s&o heterosideos de moléculas de esteroides ou de triterpenos. A
estrutura das saponinas apresenta uma parte com caracteristica apolar (triterpeno ou
esteroide) e outra parte polar (agucares), o que as classificam como redutoras da
tensdo superficial da agua, detergentes e emulsificantes. Nas saponinas esteroidais,
a aglicona é formada por um esqueleto de 27 carbonos dispostos num sistema
tetraciclico, que, no caso de Eugenia sp., € do subtipo furostano (16,22-
epoxicolestano). Nas saponinas triterpénicas, que sao mais abundantes no género, a
aglicona possui um esqueleto de 30 carbonos. Normalmente, s&o estruturas muito
complexas, com numero variado de agucares e grupamentos quimicos ligados as
moléculas de aglicona, por meio de ligagdes estereoquimicas do tipo R ou S, sendo
variaveis dentro do género Eugenia sp. As cadeias de agucares podem ser lineares
ou ramificadas. Com relagdo ao numero de cadeias de agucares ligados a aglicona,
as saponinas do género sao classificadas como monodesmosidicas, ou seja,
possuem uma unica cadeia ligada, preferencialmente, ao C3. Em relagdo a
conformacgao espacial das saponinas esteroidais e triterpénicas, a fusdo dos anéis

A/B, B/C e C/D é do tipo trans, enquanto os anéis D/E tém junc¢do do tipo cis. Os
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carbonos das posicoes 19 e 20 podem ou nao estar metilados, caracterizando-as
como oleananos (duas metilas em C20) ou ursanos (uma metila em C19 e outra em
C20) (AHMAD; ATHAR, 2017).

Figura 21 - Demonstragéo de duas estruturas quimicas referentes a saponinas isoladas de plantas do
género de Eugenia sp.

-
H I"'.'.l_.____

=
=
i

Acido betulinico ghcosides Acido mashnice slicosides

Fonte: Adaptado de BASTOS, 2019.
Legenda: Glc = glicose.

Os compostos identificados acido-p-cumarico-O-hexose e o acido piscidico sao
acidos fendlicos, também designados por compostos fendlicos, possuem dois ou mais
anéis aromaticos em suas estruturas quimicas, com substituintes hidroxila, e sao
derivados do metabolismo secundarios das plantas. Trata-se de um grupo
guimicamente heterogéneo, em que a maioria dos compostos € soluvel em solventes
polares, como agua e etanol, porém muitos deles solubilizam-se apenas em solventes

organicos de média polaridade, como o acetato de etila (MAQSOOD et al., 2014).

5.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro Eugenia florida

A tabela 8 demonstra os resultados referentes aos ensaios de CMM
(Concentracdo microbicida minima) e CIM (Concentragao inibitéria minima) para a
espécie Eugenia florida, frente aos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 10231.
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Tabela 8 - Atividade antimicrobiana pelo método de CIM e CMM.
Eugenia florida

Cepas Extrato etandlico Fracao acetato de etila
CIM (pg/mL) CMM(ug/mL) CIM (ug/mL) CMM(ug/mL)

Staphylococcus aureus

ATCC 6538 250-500 > 1000 500-1000 > 1000
Escherichia coli

ATCC 25922 500-1000 > 1000 > 1000 > 1000
Candida albicans

ATCC 10231 500-1000 > 1000 > 1000 > 1000

Fonte: Da autora, 2023.

Legenda: CIM (Concentragao Inibitéria Minima) e CMM (Concentracao Microbicida Minima).

Os extratos com CIM inferior a 100 pg/mL sédo considerados de excelente
atividade antimicrobiana, entre 100-500 pg/mL sdo considerados de atividade
moderada, aqueles com CIM entre 500-1000 ug/mL séo ligeiramente ativos e aqueles
que apresentam CIM maior que 1000 ug/ml estao inativos.

Para a avaliacdo do CIM referente a cepa do S. aureus a inibicdo ocorreu na
faixa entre 250 e 500 ug/mL para o extrato etandlico que é considerada atividade
antimicrobiana moderada, para a fragdo acetato de etila o resultado apresentado para
a inibicdo foi entre 500 e 1000 pg/mL para fracdo demonstrando atividade
antimicrobiana ligeiramente ativa.

Na avaliacdo do ensaio CIM para as cepas de E. coli e de C. albicans nao foram
obtidos resultados expressivos para a fragao acetato de etila, porém para o extrato
etandlico os resultados obtidos foram significativos e apresentaram-se na faixa de 500
a 1000 pg/mL demonstrando atividade antimicrobiana ligeiramente ativa.

Avaliando os dados referentes a concentragao microbicida minima (CMM) nao
houve resultado significativo para o extrato etandlico bem como para a fragao acetato
de etila, e para nenhum dos microrganismos testados no ensaio.

Os resultados demonstrados no CIM podem estar relacionados a presenca de
flavonoides tanto no extrato quanto na fracdo acetato de etila, visto que conforme
relatado na literatura os compostos flavonoides podem ser responsaveis pela
capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano, que pode ocorrer por meio de
mecanismos diferentes, dentre eles podemos citar a alteracdo da permeabilidade de
membrana e parede celular, inibicdo da sintese de acidos nucléicos, neutralizacao
dos fatores de viruléncia, inibicdo de urease ou pela atividade sinérgica com

antibioticos. Sendo assim podemos evidenciar a importancia da avaliagdo de
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potenciais medicamentos fitoterapicos antimicrobianos, visto que extratos que tenham
predominancia de composi¢do de flavonoides podem ser candidatos promissores
(SILVA, 2020). Dessa forma correlagdo entre os compostos identificados no presente
trabalho com os resultados encontrados através nos ensaios CIM pode ser decorrente

do potencial de acado antimicrobiana atribuida aos flavonoides.

5.7 Avaliacao da toxicidade da espécie Eugenia florida

Para a avaliagao da toxicidade aguda referente ao extrato bruto e fragao acetato
de etila foi realizado um modelo in vivo com o invertebrado Galleria mellonella em
alternativa ao modelo tradicional com mamiferos. Os resultados apresentados no teste
de avaliacéo de toxicidade indicam que na concentragao testada tanto para o extrato
bruto (1mg/mL) quanto para a fragdo acetato de etila (1mg/mL) n&o sao téxicos para
as células de larvas do inseto, uma vez que a viabilidade esta acima de 80%, conforme

valores apresentados nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Resultado da avaliagédo da toxicidade do extrato espécie Eugenia florida realizado no modelo
in vivo com o invertebrado Galleria mellonella.

Extrato etandlico

12h 24h 48h 72h
Sem atividade 0 0 0 0
Baixa atividade c/ estimulo 0 0 0 0
Atividade com estimulo 0 0 0 0
Atividade sem estimulo 10 10 10 10
Sem casulo 9 4 0 0
Casulo parcial 1 0 0 0
Casulo completo 0 6 10 10
Melanizagdo completa 0 0 0 0
Mais de 3 pontos pretos 0 0 0 0
Menos de 3 pontos pretos 0 0 0 0
Sem melanizacao 10 10 10 10
Morte 0 0 0 0

Viva 10 10 10 10

Pontuagao: 90,5 96 100 100

Fonte: Da autora, 2023.
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Tabela 10 - Resultado da avaliagdo da toxicidade da fragdo acetato de etila obtida com a espécie
Eugenia florida realizado no modelo in vivo com o invertebrado Galleria mellonella.

Fracao acetato de etila

12h 24h 48h 72h
Sem atividade 0 0 0 1
Baixa atividade ¢/ estimulo 0 0 0 0
Atividade com estimulo 0 1 0 1
Atividade sem estimulo 10 9 10 8
Sem casulo 10 1 0 1
Casulo parcial 0 3 1 0
Casulo completo 0 6 9 9
Melanizagao completa 0 0 0 0
Mais de 3 pontos pretos 0 1 0 0
Menos de 3 pontos pretos 1 0 0 0
Sem melanizacao 9 9 10 10
Morte 0 0 0 1
Viva 10 10 10 9
Pontuagao: 89 94,5 99,5 93

Fonte: Da autora, 2023.

Conforme demonstrado nas tabelas 9 e 10, na leitura realizada 12 horas apds
a inoculacdo pode-se notar uma pontuacdo mais baixa do que as pontuagodes
encontradas para as demais leituras, isso ocorre devido a avaliagdo ser realizada
pouco tempo apds o estresse, os invertebrados ainda nao se recuperaram bem e nao
tiveram tempo para produzir casulo. Na avaliagdo realizada 72 horas apds a
inoculacao foi verificado que a pontuagao obtida para o extrato etandlico foi de 100
enquanto a obtida para a fracdo acetato de etila foi de 93, ambas sao pontuacdes
ideais esperadas para resultados de baixa toxicidade, visto que a faixa de pontuacao
de 90 a 100 determina um excelente resultado. Pode-se observar que nas avaliagoes
realizadas apos 72 horas de inoculagéo os resultados tiveram algumas mortes, mas
nada que causasse impacto no resultado da leitura, visto que mesmo ocorrendo as
mortes houve uma pontuacéao para a fragao acetato de etila que é considerada ideal.

De acordo com os resultados obtidos podemos considerar que a espécie
Eugenia florida apresentou resultados satisfatorios referente ao teste de toxicidade
para tanto para o extrato etandlico como para a fragdo acetato de etila, porém
conforme o grafico o extrato demonstrou taxa de 100% sendo equivalente ao controle,
enquanto a fragdo apresentou 93% de taxa de sobrevivéncia.
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Grafico 1 - Teste de toxicidade em Galleria mellonella. Avaliagao realizada com o extrato bruto (1
mg/mL) e fragdo acetato de etila (1 mg/mL) de Eugenia florida, controle com alcool etilico
55% e determinacao pela contagem de larvas vivas ao longo de 72 horas (3 dias).
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Fonte: Da autora, 2023.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

As determinacdes referentes aos resultados apresentados para as técnicas de
perda por secagem e analise granulométrica das folhas da Eugenia florida, bem como
o rendimento obtido para os extratos, possibilitou corroborar com a reprodutibilidade
dos estudos subsequentes.

Os resultados obtidos através da analise por MS do extrato seco e fragdo acetato
de etila advindos das folhas de E. florida, baseando-se nos padrées e mecanismos de
fragmentagao para cada molécula obtida possibilitaram a verificagdo da presencga de
acidos fendlicos, flavonoides e terpenos, o que corrobora com dados presentes na
literatura para o género Eugenia sp.

Os resultados obtidos demonstraram que pelo modelo utilizado ndo houve
toxicidade na concentracao testada, sendo assim pode-se constatar a viabilidade dos
extratos de Eugenia florida para prosseguir com testes mais precisos visando avaliar
o potencial biologico da espécie.

Com intuito de avaliagao do potencial de atividade antimicrobiana foi realizado o
método de CIM (Concentragao inibitéria minima), no ensaio microbioldgico foi avaliada
a atividade contra linhagens padrédo de duas cepas bacterianas (Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 6538) e uma cepa fungica (Candida
albicans ATCC 10231). Frente a linhagem do S. aureus a inibicdo ocorreu na faixa
entre 250 e 500 pg/mL para o extrato etandlico que é considerada atividade
antimicrobiana moderada, para a fracao acetato de etila o resultado apresentado para
a inibicdo foi entre 500 e 1000 pg/mL para fragdo demonstrando atividade
antimicrobiana ligeiramente ativa. Para a CIM referente a fracdo acetato de etila frente
as cepas de E. coli e de C. albicans ndo apresentou resultados expressivos, porém
para o extrato etandlico os resultados obtidos foram significativos e apresentaram-se
na faixa de 500 a 1000 pyg/mL demonstrando atividade antimicrobiana ligeiramente
ativa. Diante dos resultados apresentados, o extrato demonstrou agao antimicrobiana
ligeiramente ativa, demonstrando a necessidade da realizagdo de ensaios
complementares para corroborar com a avaliagdo do potencial de atividade

antimicrobiana.
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