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RESUMO 

 

A família Myrtaceae destaca-se como uma das mais abundante e diversificada 

nos ecossistemas brasileiros, sendo uma fonte de compostos bioativos. Levando 

em consideração o potencial terapêutico das espécies desta família, o objetivo 

deste trabalho foi realizar o estudo fitoquímico de quatro espécies representadas 

pelos gêneros Myrcia, Eugenia e Psidium, e em adição, avaliar os efeitos 

biológicos dos extratos, frações e compostos isolados das mesmas. O 

fracionamento cromatográfico das frações - insolúvel e acetato de etila de E. 

catharinae - levou ao isolamento do composto fenólico monometil-olivetol, dos 

esteróis β- sitosterol e estigmasterol em mistura, do triterpeno ácido rotúndico e 

dos flavonoides miricitrina, quercetina e catequina. De P. cattleyanum foi 

isolado o flavonoide glicosilado quercitrina. Das espécies M. splendens e M. 

palustris obteve-se em elevado rendimento o flavonoide miricitrina nas frações 

acetato de etila das duas espécies. Na fração butanol de M. palustris, além da 

miricitrina, obteve-se também miricetina e quercetina em mistura. Utilizando a 

plataforma HPLC-SPE-ttNMR, acoplado a ensaios de alta resolução, foi possível 

identificar na espécie M. palustris os compostos ácido 4-hidroxicinâmico, 

miricetrina, quercetina, miricetina, quercitrina, todos com atividade antioxidante, 

sendo a miricetina e quercitrina também ativos quanto à inibição da α-

glicosidase. As espécies vegetais foram avaliadas por diversos testes biológicos. 

No teste de avaliação da letalidade frente à larvas de A. salina, a atividade 

concentrou-se nas frações hexano das espécies. Todas as espécies apresentaram 

atividade antioxidante considerável, com destaque para espécie M. splendens. 

Para o teste de inibição da enzima acetilcolinesterase, foi observada maior 

atividade nas espécies M. splendens e M. palustris, chegando a valores de 

porcentagem de inibição de 99,9 %. Não foi observada atividade antibacteriana 

significativa para nenhuma das espécies estudadas. M. splendens e M. palustris 

foram avaliadas quanto ao seu potencial antifúngico e anti-inflamatório. M. 

splendens se mostrou mais ativa no ensaio antifúngico, apresentando atividade 

elevada contra cepas de Candida. No ensaio de atividade anti-inflamatória 

através do modelo de pleurisia induzida por carragenina, as duas espécies 

demonstraram capacidade de inibir o processo inflamatório com valores que 

variam de 30 a 70 %, na maior dose testada. 
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ABSTRACT 

 

The Myrtaceae family stands out as one of the most abundant and diverse in 

Brazilian ecosystems and therefore a rich source of bioactive compounds. 

Considering the therapeutic potential of this family, the aim of this work was to 

perform the phytochemical study of four species represented by the genera 

Myrcia, Eugenia and Psidium, and in addition, to evaluate the biological effects 

of extracts, fractions and compounds isolated from them. The chromatographic 

fractionation of the insoluble and ethyl acetate fractions from E. catharinae led 

to the isolation of the monomethyl-olivetol, β-sitosterol and stigmasterol as a 

mixture, rotundic acid, myricitrin, quercetin and catechin. From P. cattleyanum 

was isolated the glycoside flavonoid quercitrin. From the ethyl acetate fractions 

of species M. splendens and M. palustris was obtained in high yield the 

myricitrin flavonoid. In butanol fraction of M. palustris, besides myricitrin was 

obtained also myricetin and quercetin as a mixture. Using the coupling HPLC-

SPE-ttNMR with a microplate-based high-resolution assay was possible to 

identify, from the specie M. palustris, 4-hydroxycinnamic acid, myricitrin, 

quercetin, myricetin and quercitrin (all compounds with antioxidant activity); 

myricetin and quercitrin also active for inhibition of α-glucosidase. The plants 

were assessed by different biological tests. For the toxicity assay using A. salina, 

the activity was concentrated in the hexane fractions of the species. All species 

showed good antioxidant activity, especially M. splendens. In vitro 

acetylcholinesterase inhibition assay, the highest activity was observed in the 

species M. splendens and M. palustris, reaching inhibition values of 99.9%. No 

significant antibacterial activity was observed for any of the studied species. M. 

splendens and M. palustris were evaluated in relation to antifungal and anti-

inflammatory potential. M. splendens was more active in the antifungal assay, 

showing high activity against Candida strains. In the anti-inflammatory assay 

using the carrageenan-induced pleurisy model, the two species have 

demonstrated the ability to inhibit the inflammatory process with values ranging 

from 30 to 70% at the highest dose tested. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os metabólitos secundários produzidos por plantas tiveram um papel 

fundamental na química orgânica sintética moderna e consequentemente no 

desenvolvimento das áreas farmacêutica e agroindustrial. Desses estudos 

fitoquímicos foram obtidas algumas substâncias que se consagraram como 

princípios ativos eficazes, e que até hoje ainda são muito empregados no 

tratamento de muitas doenças, como por exemplo, a Aspirina
®
, obtida de 

Salix sp., a morfina, obtida de Papaver somniferum e o taxol
®
, obtido de 

Taxus brevifolia.  

A descoberta de componentes de origem vegetal, bem como seus 

mecanismos de ação biológica, vem sendo um dos maiores desafios para a 

química, bioquímica e a farmacologia. É impressionante o fato destes 

produtos encontrados na natureza revelarem uma imensa gama de 

diversidade em termos de estrutura e de propriedades físico-químicas e 

biológicas; apesar do aumento de estudos nesta área, o que se observa é que 

apenas cerca de 20 % das espécies vegetais existentes foram estudadas 

quanto ao seu potencial medicinal (MARQUES, 2000). 

Contudo, é visível o crescente interesse da indústria farmacêutica na 

produção de agentes terapêuticos de origem natural, inclusive o Brasil, que 

apresenta grande biodiversidade. Entre os países da América Latina, somente 

o Brasil detêm cerca de 1/5 das plantas e microrganismos do planeta. Porém, 

apesar de toda diversidade natural, no Brasil, 63% dos medicamentos 

disponíveis são consumidos por apenas 20% da população, o restante possui 

como única fonte terapêutica o uso de remédios caseiros à base de plantas 

medicinais (SACRAMENTO, 2009). 

Devido à grande quantidade de espécies ainda não exploradas do 

ponto de vista fitoquímico, estudos quimiotaxonômicos são incentivados. 

Para que se consiga um grande número de informações quimiotaxonômicas 

dessas espécies, antes que estas entrem em extinção, é necessário o uso de 

técnicas de análise rápidas e eficazes. A técnica hifenada de “cromatografia 

de alta eficiência - extração em fase sólida - ressonância magnética nuclear” 

(HPLC-SPE-RMN) vem crescendo como ferramenta analítica no ramo de 

produtos naturais nos principais grupos de pesquisa devido à possibilidade de 
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uma análise direta e rápida de extratos brutos utilizando-se para isso a 

mínima quantidade de material vegetal. 

Diante disso, a pesquisa fitoquímica realizada juntamente com o 

biomonitoramento de extratos vegetais se mostra viável e extremamente 

importante, não só para a conservação da flora local, mas também para a 

indústria química e farmacêutica na descoberta de novos protótipos para a 

síntese de compostos com atividade biológica mais potente e com menos 

efeitos adversos. 

A família Myrtaceae destaca-se como uma das mais abundantes e 

diversificadas nos ecossistemas brasileiros, sendo ainda pouco estudada do 

ponto de vista fitoquímico e biológico. Portanto, neste trabalho, serão 

estudadas quatro espécies da família Myrtaceae, especificamente do gênero 

Myrcia, Eugenia e Psidium; espécies da Flora catarinense encontradas 

próximas às estradas de regiões litorâneas, às quais serão investigadas sob o 

ponto de vista fitoquímico e biológico. 

  



29 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Família Myrtaceae 

 

A família Myrtaceae é uma das mais características da flora brasileira, 

apresentando potencial e significativo interesse econômico para o Brasil. 

Entre suas espécies são encontrados vegetais medicinais, ornamentais, 

produtores de madeiras e de frutos comestíveis como é o caso das espécies 

de Eucalyptus utilizadas para produzir pasta de celulose, usada na fabricação 

de papel, carvão vegetal e madeira. A família está inserida na ordem 

Myrtiflorae (Myrtales) e compreende cerca de 150 gêneros com 

aproximadamente 5.500 espécies, sendo a segunda maior família da ordem, 

ficando atrás apenas da família Melastomataceae (WILSON et al., 2011). 

Estão distribuídas principalmente em regiões tropicais e subtropicais do 

mundo, com centros de diversidade na América Tropical e na região da 

Oceania e com poucas espécies ocorrendo na África (CRONQUIST, 1981; 

BARROSO, 1991; WILSON et al., 2001). 

As Myrtaceaes são plantas lenhosas, arbustivas ou arbóreas, com 

folhas inteiras, de disposição alternada ou oposta e às vezes oposta cruzada, 

com estípulas muito pequenas. As folhas apresentam glândulas oleíferas. As 

flores são em geral brancas ou às vezes vermelhas. Produzem frutos 

baciformes ou capsular loculicida (JOLY, 1966). 

As Myrtaceaes brasileiras caracteristicamente possuem o tronco de 

casca lisa, separando-se todo o ano o ritidoma, que se renova com cada 

estação de crescimento (LIMBERGER et al., 2004). 

Neste trabalho serão estudadas quatro espécies da família Myrtaceae 

representada por três diferentes gêneros, Myrcia, Eugenia e Psidium. 

 

2.2. Gênero Myrcia 

 

O gênero Myrcia é um dos maiores gêneros americanos de Myrtaceae, 

com mais de 300 espécies distribuídas do México até o Sul do Brasil, sendo 

17 dessas espécies encontradas no Sul do Brasil (MARCHIORI & SOBRAL, 

1997). O gênero Myrcia é constituído por subarbustos, arbustos ou árvores 
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que apresentam inflorescências tirsos, tirsóides ou panículas. Suas flores 

geralmente se dispõem em grupos de três em três, todas sésseis (diretamente 

inseridas, sem pedículo ou haste de sustentação) (BARROSO, 1991). 

Espécies do gênero Myrcia têm sido utilizadas na medicina popular 

como adstringentes, diuréticos, para estancar hemorragias e no tratamento de 

hipertensão, úlceras e principalmente de diabetes mellitus, (RUSSO, et al, 

1990). As espécies de Myrcia são conhecidas popularmente como “planta 

insulina” destacando-se M. multiflora (pedra-ume-caá), utilizada como 

hipoglicemiante na forma de infusão ou decocto (BRITO & LANETTI, 

1996).  

Myrcia splendens (Sw.) DC., conhecida popularmente como guamirim 

e folha-miúda (Figura 1), tem ampla distribuição sendo observada desde o 

México até o Sul do Brasil. Existe algumas sinonímias para esta espécie, 

como M. acutata DC., M. rostrata DC. e M. communis Berg, M. fallax 

(Rich.) DC. (OLIVEIRA-FILHO & FONTES 2000; MORAIS & 

LOMBARDI, 2006). 

Myrcia palustris DC., conhecida popularmente como pitangueira-do-

mato, murta-do-brejo e baga-de-sabiá (Figura 1), é uma espécie nativa 

encontrada principalmente no sul e Sudeste de Brasil. É comumente 

encontrada na literatura como sinônimos de M. banisteriifolia DC., M. 

garopabensis Cambess., Gomidesia palustris (DC.) Kausel, G. 

banisteriifolia (DC.) O.Berg, G. gardneriana O.Berg, G. garopabensis 

(Cambess.) D.Legrand (SOBRAL, 2010). 
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Figura 1. Folhas das espécies vegetais Myrcia splendens e Myrcia palustris 

 

2.2.1. Química do gênero Myrcia 

 

Há poucos relatos sobre a fitoquímica das espécies M. splendens e M. 

palustris. Em relação ao gênero destaca-se a presença de triterpenos, 

acetofenonas e principalmente os flavonoides glicosilados. Muitos são os 

estudos realizados com os óleos essenciais de espécies do gênero Myrcia 

apresentando um elevado conteúdo de sesquiterpenos cíclicos e quantidades 

variáveis de monoterpenos e compostos alifáticos (ZOGHBI et al., 2003; 

COLE et al., 2008; DE CERQUEIRA et al., 2009; STEFANELLO et al., 

2010; TENÓRIO et al., 2011). 

A tabela 1 apresenta os principais compostos isolados nas folhas e 

galhos de espécies do gênero Myrcia. Pode-se observar que entre os 

triterpenos, os principais esqueletos encontrados são, em ordem decrescente: 

oleaneno, lupeno e urseno. Observa-se também a presença de esteroides. 

Considerando os flavonoides, metabólitos advindos da rota do ácido 

chiquímico e acetato, estes se encontram principalmente na forma de 

heterosideos, sendo que as agliconas mais frequentes são os núcleos flavonol, 

flavona e flavanona. Além disso, foram isoladas algumas acetofenonas. 
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do gênero Myrcia 

 
β-amirina [1] 

 
ácido ursólico [2] 

Espécie: M. citrifolia (folhas) 

Referência: GOTTLIEB et al., 1972 

Espécie: M. variabilis (folhas) 

Referência: CUNHA et al., 2009 

 
Friedelina [3] 

 
ácido arjunólico [4] 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 

 
Ácido betulínico: R1 = OH; R2 = CO2H [5] 

Lupeol: R1 = OH; R2 = CH3 [6] 

Lupenona: R1 = =O; R2 = CH3 [7] 

 
 

β-sitosterol [8] 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do gênero Myrcia (continuação) 

 
estigmasterol [9] 

 
 

eucaliptina [10] 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 

Espécie: M. citrifolia (folhas) 

Referência: GOTTLIEB et al., 1972 

 
metoximatteucina [11] 

 
myriacetina [12] 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

 
O- glicosídios de miricetina [13]: R1=H ; R2= H 

miricitrina: R1=H; R2= O-Rha [14] 

mearnsitrina: R1=CH3; R2= O-Rha [15]  
1-desmantina [16] 

Espécie: aM. multiflora (folhas) (14) 
bM. uniflora (folhas) (14 e 15) 

cM. bella (folhas) (13) 

Referência: a YOSHIKAWA et al., 1998; 
b FERREIRA et al., 2006; c SALDANHA et al., 

2013 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do gênero Myrcia (continuação) 

 
 

O- glicosídios de quercetina [17]: R1=H; R2= OH 

quercitrina: R1= O-Rha; R2= OH [18] 

guaijaverina: R1= O-Arabinose; R2= OH [19] 

avicularina: R1= O-Arabinofuranose; R2= OH [20] 

juglandina: R1= O-Arabinofuranose [21] 

 
 

mirciacitrina I : R = H [22] 

mirciacitrina II: R = CH3 [23] 

Espécie: aM. multiflora (folhas) (18 e 19) 
bM. bella (folhas) (17) 

cM. tomentosa (folhas) (20 e 21) 

Referência: aYOSHIKAWA et al., 1998 
bSALDANHA et al., 2013 

cIMATOMI et al., 2013 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

 
 

mirciacitrina III [24] 

 
mirciacitrina IV [25] 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: MATSUDA et al., 2002 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: MATSUDA et al., 2002 
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do gênero Myrcia (continuação) 

 
mirciafenona A [26] 

 
mirciafenona B [27] 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

 
 

2’,4’, 6’- trihidroxiacetofenona [28] 

 

 

ácido ginkgóico [29] 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: FERREIRA et al., 2011 

Espécie: M. multiflora (folhas) 

Referência: YOSHIKAWA et al., 1998 

 
 

esqualeno [30] 

Espécie: M. rotundifolia (galhos) 

Referência: DE CERQUEIRA et al., 2002. 

 

2.2.2 Estudos biológicos do gênero Myrcia 

 

As espécies do gênero Myrcia apresentam diferentes atividades 

biológicas relatadas na literatura. De modo geral, as atividades mais descritas 

são as relacionadas a diabetes o que vem a comprovar o seu uso popular. M. 

salicifolia, M. citrifolia, M. uniflora, M. multiflora e M. shaerocarpa, por 

exemplo, são amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento 

de diabetes e por isso são conhecidas como "planta insulina" ou "insulina 

vegetal". As atividades biológicas de espécies do gênero Myrcia estão 

representadas na tabela 2. 
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Tabela 2. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Myrcia 

Espécie Parte(s) do vegetal/composto(s) Atividade(s) Referência 

M. uniflora 

quercitrina [18], 1-desmantina [16] 

e guaijaverina [19] 
Inibitória da aldose redutase 

MATSUDA et al., 

2002 

mearnsitrina [15] e miricitrina [14] 
Inibitória da tiroide 

peroxidase 

FERREIRA et al., 

2006 

M. variabilis ácido ursólico [2] tripanocida 
CUNHA et al., 

2009 

 

M. myrtifolia 
óleo essencial das folhas 

antimicrobiana e tóxica 

frente a A. salina 

DE CERQUEIRA 

et al.,2007 

M. multiflora 

2’,4’, 6’- trihidroxiacetofenona[28] 

Atividade antioxidante e 

efeito hepatoprotetor por 

indução de CCl4 em ratos 

FERREIRA et al., 

2010 

 

hipolipemiantes e 

antiobesidade 

FERREIRA et al., 

2011 

mirciacitrina I, II, III, IV [22-25] Inibitória da aldose redutase 
MATSUDA et al., 

2002 

mirciafenona B [27] 
Inibitória da aldose redutase 

e alfa-glucosidase. 

YOSHIKAWA et 

al., 1998 
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Tabela 2. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Myrcia (continuação) 

M. obtecta 
extrato etanólico das folhas antioxidante usando DPPH 

SALVADOR et al., 

2011 

M. laruotteana 

M. laruotteana óleo essencial das frutas citotóxica in vitro 
STEFANELLO et 

al., 2010 

M. aff fosteri 
óleo essencial das folhas antibacteriana 

TENÓRIO et al., 

2011 M.ovata 

M.ovata óleo essencial das folhas larvicida 
FURTADO et al., 

2005 

M. variabilis extrato etanólico dos frutos tripanocida 
CUNHA et al., 

2009 

M. pubiflora óleo essencial das folhas 

Antinociceptiva pelo 

modelo de contorções 

induzidas por ácido acético 

e anti-inflamatória pelo 

modelo de migração de 

leucócitos. 

ANDRADE et al., 

2012 

M. tomentosa 
Extrato acetato de etila das folhas 

e avicularina [20]e juglandina [21] 
fitotóxica 

IMATOMI et al., 

2013 
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2.3. Gênero Eugenia 

 

O gênero Eugenia possui aproximadamente 1000 espécies 

(GOVAERTS et al., 2008), ocorrendo desde o México e Caribe até o Norte 

da Argentina e são estimadas cerca de 350 espécies para o Brasil 

(LANDRUM & KAVASAKI, 1997). 

As plantas desse gênero são caracterizadas por árvores e arbustos 

verdes anualmente e por possuir o fruto esférico de até três centímetros de 

diâmetro (AURICCHIO et al. 2003). Muitas espécies do gênero Eugenia são 

apreciadas por seus frutos comestíveis como, por exemplo, a pitanga (E. 

uniflora), a jabuticaba (E. edulis), o jambolão (E. jambolana) e a grumixama 

(E. brasiliensis) (CONSOLINI et al., 1999; FISCHER et al., 2005). 

As espécies do gênero Eugenia são amplamente utilizadas na 

medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades. A espécie 

Eugenia uniflora, conhecida como pitanga, foi citada pela medicina popular 

como anti-hipertensiva, diurética e tem sido usada para desordens gástricas 

(CONSOLINI, et al., 1999); também como eupéptica, carminativa e 

digestiva (MEI-HSIEN et al., 1997). Seu uso em infecções também foi 

relatado (DE SOUZA et al., 2004). Os frutos de jambolão (Eugenia 

jambolana) são usados como adstringentes (REVILLA, 2002), 

estomáquicos, diuréticos e antidiabéticos (TIMBOLA et al., 2002). A 

jabuticaba (Eugenia edulis) é usada na medicina tradicional em inflamações 

e infecções (HUSSEIN et al., 2003), bronquites, coqueluche e tosses 

(REVILLA, 2002). 

Eugenia catharinae, conhecida como “guamirim mole” (Figura 2), é 

um arbusto exclusivo da restinga litorânea, com vasta e expressiva dispersão 

pelo litoral do estado de Santa Catarina. Caracteriza-se como uma espécie 

heliófila, própria de terrenos baixos, planos e arenosos do litoral, menos 

secos do que as dunas, formando agrupamentos vegetais. No Brasil a espécie 

está limitada aos estados de Santa Catarina e Paraná e é utilizada na forma de 

lenha (KLEIN, 1990). 
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Figura 2. Folhas da espécie Eugenia catharinae 

 

2.3.1. Química do gênero Eugenia 

 

O gênero Eugenia é conhecido por apresentar uma grande quantidade 

de compostos fenólicos com capacidade antioxidante e, dentre esses, 

podemos citar os taninos, ácidos fenólicos, antocianinas, chalconas e 

flavonoides (EINBOND et al. 2004). 

Os taninos hidrolisáveis são bem representados no gênero. Em E. 

caryophylata (cravo-da-india) (TANAKA et al. 1996), E. hyemalis 

(BOKESCH et al.,2008) e E. jambos (YANG et al. 2000) foram encontrados 

taninos hidrolisáveis, como por exemplo a casuarinina [31] (Figura 3). 

Os flavonoides são a classe de maior destaque no gênero Eugenia. Os 

flavonoides mais representativos possuem o núcleo flavonol, embora se 

encontrem, também, em poucas espécies o núcleo flavanol, dentre os quais 

foram isolados, galocatequina [32] dos frutos de E. uniflora (EINBOND et 

al., 2004) e epi-galocatequina-3-O-galoil de E. edulis (HUSSEIN et al., 

2003); e flavanona pinocembrina de E. javanica (SIMIRGIOTIS et al., 

2008). Em relação aos flavonoides do tipo flavonol o núcleo mais frequente é 

a quercetina [17], ou 3,5,7,3’,4’ pentahidroxiflavona, que ocorrem 

principalmente na forma glicosídica substituídos na posição 3 da aglicona. 

As espécies E. brasiliensis, E. aggregata, E. luschnathiana, E. reinwardtiana 

(REYNERTSON et al., 2008), E. edulis (HUSSEIN et al., 2003), E. 

jambolana (MAHMOUD et al., 2001) e E. javanica apresentaram quercetina 



40 

na forma livre e glicosilada. Flavonoides com o grupo miricetina [13] ou 

3,5,7,3’,4’,5’ hexahidroxiflavona são encontrados na forma livre e 

glicosídica em E. jambolana (TIMBOLA et al. 2002) e E. uniflora 

(SCHMEDA-HIRSCHMAN et al., 1987); e, na forma glicosídica em E. 

brasiliensis, E. aggregata, E. reinwardtiana (REYNERTSON et al.,2008), 

E. edulis (HUSSEIN et al., 2003), E. javanica (SIMIRGIOTIS et al.,2008) e 

E. jambos (SLOWING et al., 1994) (Figura 3). 

Outros flavonoides contendo o núcleo flavonol ligado a açúcar ou não, 

também podem ser encontrados como o canferol ou 3,5,7,4’-

tetrahidroxiflavona [33], encontrado na forma livre na espécie E. jambolana 

(MAHMOUD et al., 2001) e na forma glicosídica nas espécies E. edulis 

(HUSSEIN et al., 2003), E. hyemalis (BOKESCH et al., 2008) e o núcleo 

gossipetina ou 3,5,7,8,3’,4’-hexahidroxiflavona [34] encontrada na forma 

livre e glicosídica na espécie Eugenia edulis (HUSSEIN et al., 2003) (Figura 

3). 

Uma subclasse de flavonoides, importantes na pigmentação de flores e 

frutos e que apresentaram ação antioxidante, são as antocianidinas [35] e elas 

aparecem no gênero Eugenia substituídas na posição 3 da aglicona (Figura 

3), nas espécies Eugenia brasiliensis (REYNERTSON et al., 2008), Eugenia 

myrtifolia (LONGO et al., 2007) e Eugenia umbelliflora (KUSKOSKI et al., 

2003). 

As chalconas [36], que são intermediários na biossíntese de 

flavonoides, foram encontradas em E. javanica : 2,4-dihidroxi-3,5-dimetil-6-

metoxichalcona, 2,4-dihidroxi-3-metil-6-metoxichalcona, 2,4-dihidroxi-6-

metoxichalcona, (SIMIRGIOTIS et al. 2008) (Figura 3). 
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Figura 3. Compostos encontrados em espécies do gênero Eugenia  
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Os compostos terpênicos são a outra classe mais frequente observada 

no gênero Eugenia, sendo representados principalmente por triterpenos e 

alguns esteroides. Os compostos triterpênicos mais comumente observados 

no gênero são os pentacíclicos com esqueleto oleanano (MEYRE-SILVA et 

al. 2009) lupano (LUNARDI et al. 2001) e, em menor proporção, os 

triterpenos de esqueleto ursano (FRIGHETTO et al. 2005). Os triterpenos 

pentacíclicos com o esqueleto olean-12-eno como ácido oleanólico [37], 

taraxerol e β-amirina [1] foram encontrados em E. uniflora 

(RAJASEKARAN et al. 1988) e E. umbelliflora (MEYRE-SILVA et al. 

2009), respectivamente. Em E. brasiliensis (FRIGHETTO et al. 2005) foi 

encontrado o ácido ursólico [2], um triterpeno pentacíclico com esqueleto 

ursan-12-eno. E em E. umbelliflora (MEYRE-SILVA et al. 2009), α-amirina 

[38]. Finalmente triterpenos pentacíclicos com o esqueleto lupan-23-eno 

como o ácido betulínico [5] e betulina [39], foram encontrados em E. 

moraviana (LUNARDI et al. 2001) e E. florida (BARRETO et al., 2013). 

Recentemente, um trabalho relatando o isolamento de sete compostos da 

espécie E. brasiliensis foi publicado por nosso grupo, entre eles seis 

compostos já conhecidos em espécies do gênero Eugenia e um inédito na 

família Myrtaceae, o ácido 29-hidroxi-oleanólico [40] (MAGINA et al., 

2012) (Figura 3). 

Entre os esteroides mais comumente encontrados no gênero Eugenia 

estão o β-sitosterol [8] encontrados em E. moraviana (LUNARDI et al. 

2001) e β-sitosterol 3-O-β-D-glucopiranosídeo de E. sandwicensis (GU et al. 

2001), Tabela 1. 

 

2.3.2. Estudos biológicos do gênero Eugenia 

 

As espécies do gênero Eugenia apresentam diversas atividades 

biológicas descritas na literatura. Entre elas podemos destacar a atividade 

antimicrobiana, antioxidante, antidiabética e anti-inflamatória, que 

comprovam a eficácia do uso das plantas deste gênero na medicina popular. 

Há cerca de 1000 espécies pertencentes ao gênero Eugenia, dentre as quais, 

menos de 10 % foram estudadas quimicamente e biologicamente. As 

principais atividades de espécies do gênero Eugenia estão representadas na 
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tabela 3. Foram priorizados os extratos e frações das folhas das espécies, bem 

como os compostos isolados, devido a grande quantidade de trabalhos 

publicados. 
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Tabela 3. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Eugenia 

Espécie Extrato/composto(s) Atividade(s) Referência 

E. brasiliensis 

Extratos etanólico e compostos das 

folhas 
Anti-inflamatória 

PIETROVSKI, et al., 

2008 

Extrato bruto das folhas Antidepressiva COLLA et al., 2012 

Frações das folhas e compostos 

isolados 

Inibitória da 

acetilcolinesterease e toxica 

frente A. salina 

MAGINA et al., 2012 

Extrato bruto e frações Antioxidante MAGINA et al., 2010 

E. dysenterica Extrato bruto das folhas 
Inibitória da α-amilase e α-

glicosidase 
SOUZA et al., 2012 

E. hyemalis 
Derivados da hidroquinona 

 

Inibição do HIV-1 RNase H 

in vitro 

 

BOKESCH et al., 2008 

 

 

E. jambolana 

Extrato etanólico das folhas Antimicrobiana 
COUTINHO et al, 

2009 

Extrato hidroalcoolico Antinociceptiva 
AVILA-PEÑA et al., 

2007. 

Extratos metanólico e 

diclorometano das folhas 

Protetora do DNA exposto à 

radiação gama 

JAGETIA & BALIGA 

2002 
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Tabela 3. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Eugenia (continuação) 

E. jambos 

Extrato 70% acetona das folhas e 

taninos hidrolisáveis 

Ação antitumoral em células 

HL-60 (leucemia) e SK-HEP-1 

YANG et al., 

2000 

Extrato metanólico das folhas Anti-inflamatória 
SLOWING et 

al.,1994 

E. stipitata Extrato etanólico 
Antimutagênica e 

antigenotóxicas 

NERI-NUMA et 

al., 2013 

E. umbelliflora 

Extrato metanólico das folhas e 

frutos 

Antibacteriana (bactérias Gram-

pos) 

MACHADO et 

al., 2005 

Extrato metanólico das folhas Proteção gástrica 
MEYRE-SILVA 

et al., 2009 

E. uniflora 

Infusão de folhas frescas Anti-inflamatória 
SCHAPOVAL et 

al., 1994 

Extrato aquoso das folhas 

Anti-hipertensivo, efeito 

inotrópico negativo, ação 

vasodilatadora e levemente 

diurética 

CONSOLINI et 

al., 1999 

Flavonoides [13], [14], [17] e [18] 
Inibidora da enzima xantina 

oxidase, relacionada à artrite 

SCHMEDA-

HIRSCHMANN 

et al., 1987 
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Tabela 3. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Eugenia (continuação) 

E. uniflora 

Extratos n-hexano, acetato de etila, 

clorofórmico e metanólico das 

folhas. 

Tripanocida 
ADEWUNMI et 

al., 2001 

Extratos etanólico das folhas 
Antihiperglicemica e 

antihipertrigliceridemica 
ARAI et al., 1999 

Extrato metanólico das partes 

aéreas 
Antimicrobiana 

DE SOUZA et al., 

2004 

 



47 

2.4. Gênero Psidium 

 

O gênero Psidium é representado por arbustos, raramente árvores, 

compreendendo aproximadamente 130 espécies, distribuídas por toda 

América tropical desde o Paraguai, estados de Santa Catarina e Rio Grande 

do Sul até as Antilhas. O maior número de espécies se encontra da Amazônia 

até o Sul do México, ocorrendo em Santa Catarina cerca de 9 espécies 

(KLEIN, 1990). De acordo com Corrêa (1984), as espécies nativas de 

Psidium da região Sul do Brasil seriam P. cattleyanum Sab., P. incanescens 

Martins, P. grandifolium Martins, P. arboreum Vell., e P. humile Vell. 

Plantas deste gênero possuem um porte arbustivo ou arbóreo, com caule 

tortuoso e casca lisa, folhas persistentes e coriáceas e os frutos são do tipo 

baga (MIELKE et al., 1990) 

Espécies do gênero Psidium têm sido utilizadas na medicina popular 

sob a forma de chás para combater a diarreia, tratamento de disenterias e 

como cicatrizante (ALMEIDA et al. 1998). As folhas de goiabeira (Psidium 

guajava), principal representante do gênero, são utilizadas para o tratamento 

de desordens gastrointestinais, além da propriedade hipoalergênica dos frutos 

(STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). 

Psidium cattleyanum Sabine, conhecido como araçá (Figura 4), ocorre 

desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul onde aparece na depressão 

central, encosta inferior do Nordeste, litoral, campos de cima da serra, 

encosta superior do Nordeste e encosta do Sudeste (SANCHOTENE, 1989). 

As folhas da espécie são utilizadas na medicina popular como anti-

hemorrágica, antidiarreica (BACKES & IRGANG, 2004), antiespasmódicas 

e antidisentéricas (ALICE et al, 1995). Corrêa (1984) e Marcuzzo (1998) 

descrevem o uso das folhas e cascas contra problemas de fluxo intestinais e 

como diuréticos. 
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Figura 4. Frutos e folhas de P. cattleyanum. 

 

2.4.1. Química do gênero Psidium 

 

Há poucos relatos sobre os aspectos químicos e biológicos de P. 

cattleyanum. Alguns trabalhos sobre estudos com óleos essenciais foram 

relatados (PINO et al. 2001; LIMBERGER et al.,2001), no entanto a respeito 

de isolamento e identificação de compostos há apenas um trabalho publicado 

relatando o isolamento de sete flavonoides das folhas coletadas na Polinésia 

Francesa. Entre os flavonoides, encontram-se as agliconas morina [41], 

luteolina [42], canferol [33], miricetina [13]; e os glicosídios guaijaverina 

[20], reinoutrina [43] e quercitrina [18] (HO et al., 2012). Também um 

trabalho publicado por nosso grupo, onde foi relatado o isolamento de um 

esteroide, o β-sitosterol [8] e seu glicosídeo, além dos triterpenos ácidos 

ursólico [2] e oleanólico [37] e o flavonoide catequina [44] (MORESCO et 

al., 2012a) Figura 5. 

Apesar de a espécie ser pouco estudada, existem vários trabalhos 

relatando a composição química e atividade biológica de P. guajava, 

principal representante do gênero, e esta espécie apresenta grande quantidade 

de compostos fenólicos, carotenoides e triterpenoides (GUTIERREZ et al., 

2008). 

Nos últimos anos uma série de trabalhos foi publicada relatando a 

composição das folhas de P. guajava indicando um elevado teor de 

compostos triterpênicos, principalmente da série ursano e oleanano, tais 
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como: uvaol [45], Ilelatifol D [46], além dos ácidos oleanólico [37], ursólico 

[2] e cratególico [47] (IWU, 1993; BEGUM et al., 2002) 2α-hidroxiursólico 

[48], guavanóico [49], ácido guavacumárico [50], entre outros (SHU et al., 

2009; SHU et al., 2012; SHAO et al., 2012; RAO et al., 2012).  

A espécie P. guajava apresenta, também, altas concentrações de 

flavonoides; entre eles, uma série de derivados glicosídicos de quercetina 

[17] (WU et al., 2010; PARK et al., 2012; FU et al., 2009) e alguns de 

miricetina [13] , morina (FU et al., 2009) além das agliconas leucocianidina 

[51] (NADKARNI & NADKARNI, 1999), canferol [33] e catequina [44] 

(LIANG et al., 2005; WU et al., 2010) Figura 5. 
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Figura 5. Compostos encontrados em espécies do gênero Psidium. 

 

2.4.2. Estudos biológicos do gênero Psidium 

 

As atividades biológicas relacionadas ao gênero Psidium são bastante 

diversificadas, sendo P. guajava a espécie mais estudada. São encontrados 

estudos que comprovam a eficácia da espécie para o tratamento de diarreia, 
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disenteria, flatulência e cólica abdominal, comprovando o seu uso na 

medicina tradicional. No entanto, observa-se certa frequência de trabalhos 

relatando a atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, 

antiproliferativa para células cancerígenas e outras atividades relacionadas ao 

tratamento de diabetes. As principais atividades biológicas de espécies do 

gênero Psidium estão representadas na tabela 4. 

 

Tabela 4. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Psidium 

Espécie 
Extrato / 

composto(s) 
Atividade(s) Referência 

P. guajava 

Extrato bruto 

das folhas 
Antidiarreica 

GUTIERREZ et 

al., 2008 

Extrato 

aquoso e 

alcoólico das 

folhas e raízes 

Antibacteriana 
CHAH et al., 

2006 

Extrato bruto 

das folhas 
Ação antiacne 

QADAN et al., 

2005 

Extrato das 

folhas e 

cascas do 

caule 

Antiparasitária 

contras 

Entamoeba 

histolytica 

TONA et al., 

1998 

Infusão das 

folhas 
Antitussígena 

JAIARJ et al., 

1999 

Extrato 

aquoso de 

folhas 

Efeito 

hepatoprotetor 
ROY et al., 2006 

Infusão das 

folhas secas 
Antioxidante 

QIAN & 

NIHORIMBERE, 

2004; 

THAIPONG et 

al., 2005 
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Tabela 4. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Psidium 

(continuação) 

P. guajava 

Óleo 

essencial das 

folhas 

Ação antitumoral 

em células DU-145 

(câncer de próstata); 

KB (carcinoma de 

epiderme bucal) e 

P388 (leucemia). 

CHEN et al. 

2007; 

MANOSROI et 

al., 2006 

A fração 

aquosa do 

extrato das 

folhas 

Antiarrítmica 
CONDE et al., 

2003 

Extrato das 

cascas do 

caule 

Anti-

hiperglicemiante; 

hipolipemiantes e 

hipoglicemiantes 

MUKHTAR et 

al., 2004; 

MUKHTAR et 

al. 2006; WANG 

et al., 2012; LIN 

& YIN, 2012 

Extrato 

aquoso das 

folhas 

Anti-inflamatória e 

analgésica 
OJEWOLE, 2006 

Extratos 

hexano, 

acetato de 

etila e 

metanólico de 

folhas 

Antinociceptivo 
SHAHEEN et al., 

2000 

Extrato 

metanólico de 

folhas 

Cicatrizante 
CHAH et al., 

2006 

Extrato das 

folhas 
Antiobesidade LI et al., 2012 
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Tabela 4. Atividades biológicas de extratos e compostos isolados de espécies do gênero Psidium 

(continuação) 

P. cattleyanum 

Óleo 

essencial das 

folhas 

Antibacteriana e 

anti-inflamatória 

APEL et al., 

2006 

Extrato 

hidroalcoólico 

das folhas 

Analgésica in 

vivo 

ALVARENGA 

et al., 2013 

Extrato 

hidroalcoólico 

das folhas e 

flavonoides 

[13], [18], 

[20], [41- 43] 

Antioxidante HO et al., 2012 

P. sartorianum 

Extrato 

metanólico da 

polpa do fruto 

Antifúngica 

CAMACHO-

HERNANDEZ, 

et al., 2004 

P.friedrichsthalianum 

Extrato 

aquoso da 

polpa do fruto 

Antioxidante e 

Anti-inflamatória 

FLORES et al., 

2013 

 

2.5. O uso de técnicas hifenadas para análise de produtos naturais 

 

O termo “técnicas hifenadas” refere-se ao acoplamento entre duas ou 

mais técnicas analíticas com o objetivo de obter uma ferramenta analítica 

mais eficiente e rápida que as técnicas convencionais. As técnicas analíticas 

químicas mais empregadas na análise de produtos à base de plantas 

medicinais são a cromatografia e a espectroscopia. 

O emprego de técnicas hifenadas para análise de produtos naturais 

teve inicio com o desenvolvimento de aparelhos de cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (CG-MS), os quais são empregados 

rotineiramente, principalmente na indústria de essências. A grande limitação 

desta técnica é a possibilidade de analisarmos apenas substâncias que podem 

ser volatilizadas e, em muitos casos, o emprego do impacto eletrônico na 
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geração dos íons limita também o uso para substâncias instáveis (CREWS et 

al., 1998). 

O uso das primeiras técnicas acopladas à cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) possibilitou a análise de moléculas não voláteis e de alto 

peso molecular utilizando sistemas de detecção como ultravioleta (UV), 

infravermelho (IV), eletroquímico e de fluorescência, entre outros. O sistema 

de detecção de UV por arranjo de diodos (DAD), sem dúvida, estimulou o 

avanço da análise de produtos naturais, pois possibilitou adquirir o espectro 

de UV de cada substância, fornecendo informações estruturais e, além disso, 

o baixo preço do equipamento em relação a outras técnicas de detecção foi a 

principal alavanca para seu sucesso. Contudo, a necessidade de maiores 

informações estruturais de cada componente das matrizes analisadas levou ao 

desenvolvimento de técnicas hifenadas mais modernas, como o acoplamento 

do HPLC com espectrômetro de massas (MS) e com ressonância magnética 

nuclear (RMN) (PINTO et al., 2002). 

O emprego de técnicas HPLC-MS tem sido muito utilizado por grupos 

de pesquisa em produtos naturais no Brasil. Recentemente, foram 

identificados flavonoides glicosilados com agliconas do tipo miricetina e 

quercetina nos frutos de duas variedades de Eugenia uniflora utilizando o 

sistema de análise HPLC-MS/MS (CELLI et al., 2011). Este sistema se 

baseia na fragmentação dos compostos pelo acoplamento de dois 

analisadores de massas (MS/MS). No primeiro analisador ocorre a seleção do 

íon de interesse. Este íon é então introduzido na célula de colisão onde colide 

com um gás inerte (argônio, nitrogênio, etc) levando à sua fragmentação. 

Finalmente, os fragmentos obtidos são analisados no segundo instrumento 

acoplado. Utilizando o mesmo sistema, HPLC-MS/MS, foi possível analisar 

os tipos de antocianinas presentes nas polpas de açaí (Euterpe oleracea 

Mart., família Arecaceae) coletadas em Campinas/ SP (ROSSO et al., 2008). 

Amostras de vinho tinto produzidos em Veranópolis/RS, Londrina/PR e 

Mauá/PR foram analisadas pela técnica HPLC-DAD-ESI-MS. Este tipo de 

ionização por "electrospray" (ESI) permitiu a análise de moléculas de 

elevada massa molecular tais como antocianinas, piranoantocianinas, 

flavonóis e derivados do ácido hidroxicinâmico presentes nas amostras de 

vinho (NIXDORF & HERMOSÍN-GUTIÉRREZ, 2010). Com essa mesma 
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técnica foi possível identificar uma gama de compostos tais como 

flavonoides C-glicosilados e derivados de xantona em amostras vegetais de 

Syngonanthus nitens (família Eriocaulaceae) conhecida como “capim 

dourado”, muito utilizada na fabricação de artesanato no Brasil (PACÍFICO 

et al., 2011). 

O sistema de análise HPLC-MS é, sem dúvida, o método mais 

sensível e o melhor para a análise e quantificação de compostos 

(WOLFENDER et al., 1998). No entanto, há ainda limitações no que diz 

respeito à identificação de novas estruturas. A tecnologia capaz de fornecer 

informações abrangentes sobre as estruturas desconhecidas de produtos 

naturais é a espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN). Isso 

tem alimentado os esforços para hifenizar RMN com métodos 

cromatográficos, com o intuito de se obter técnicas de análise diretas de 

HPLC-RMN (ALBERT, 2002; JAROSZEWSKI, 2005). 

O acoplamento de HPLC-RMN com extração automatizada 

postcolumn em fase sólida (SPE) é uma técnica bastante nova que permitiu 

um aumento da quantidade de material disponível para análise de RMN a 

dezenas de microgramas, compensando a baixa sensibilidade da 

espectroscopia de RMN em comparação com outras técnicas de HPLC-RMN 

tais como, “fluxo contínuo” e com “fluxo parado”. Outra característica é a 

melhoria na resolução dos espectros de RMN, resultado da mudança de 

solvente não-deuterado (HPLC) para solvente deuterado (RMN). Como 

resultado, HPLC-SPE-RMN tem demonstrado ser capaz de fornecer 

determinação estrutural de novos produtos naturais diretamente de extratos 

brutos ou de frações ligeiramente pré-purificadas (CLARKSON et al., 2005; 

CLARKSON et al., 2007). Esta técnica permitiu a identificação, por 

exemplo, de quatorze lignanas presentes nas raízes de Anthriscus sylvestris 

(família Apiaceae) dentre elas duas novas 6-metoxi lignanas, contando com 

apenas 1 g de extrato bruto seco da planta (HENDRAWATI et al.,2011). Da 

mesma forma, utilizando a técnica HPLC-SPE-RMN, foi possível obter 

espectros bidimensionais de alta resolução o que permitiu a identificação de 

seis alcaloides quinolínicos do extrato bruto das folhas de Haplophyllum 

acutifolium (família Rutaceae) de forma rápida e com a mínima quantidade 

de material vegetal (STAERK et al., 2009). 
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O fracionamento cromatográfico guiado por bioensaios de bancada é 

um processo, geralmente, demorado porque são necessárias várias etapas 

cromatográficas até que se consiga o isolamento de um composto puro ativo. 

Portanto, estudos relacionados ao acoplamento de ensaios de alta resolução 

com técnicas hifenadas de separação (HPLC-SPE-RMN) têm sido discutidos 

a fim de se conseguir informações sobre compostos ativos de forma rápida e 

eficiente. Estudos recentes têm demonstrado a eficiência do acoplamento de 

HPLC a bioensaios baseados na habilidade de compostos antioxidantes em 

sequestrar radicais, tais como DPPH• (2,2-difenil -1- picrilhidrazil) e 

ABTS•
+
 (2,2´-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (KOLEVA et 

al., 2000; PUKALSKAS et al., 2005; EXARCHOU et al., 2006). 

Atualmente, esforços têm sido dedicados ao desenvolvimento de ensaios 

enzimáticos acoplados à HPLC-SPE- RMN . Uma nova plataforma analítica 

de alta resolução, baseada num ensaio de inibição da α-glicosidase, foi 

desenvolvida, recentemente, permitindo a busca rápida e eficiente de 

compostos inibidores da α-glicosidase (SCHMIDT et al., 2012). 

Plantas da família Myrtaceae caracterizam-se por possuir uma grande 

quantidade de compostos polares, dentre eles os flavonoides, principalmente 

os glicosilados (SLOWING et al. 1994; LAPČÍK et al, 2005). Portanto, 

ferramentas de análise hifenadas, tais como HPLC-SPE-RMN, vêm a 

contribuir muito para a identificação desses compostos, principalmente os 

que se encontram em baixo rendimento nos extratos e frações. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

O objetivo principal deste trabalho consiste no estudo fitoquímico e 

biológico de quatro espécies da família Myrtaceae, Myrcia splendens, 

Myrcia palustris, Eugenia catharinae e Psidium cattleyanum. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

- Preparar o extrato bruto das folhas das espécies de Myrtaceae; 

- Particionar os extratos brutos por diferentes solventes a fim de obter 

as frações em quantidades expressivas para posterior estudo fitoquímico e 

biológico; 

- Analisar as frações polares das espécies M. splendens e M. palustris 

(acetato de etila e butanólica), por cromatografia líquida de alta eficiência 

utilizando métodos convencionais (detecção UV-vis). 

- Analisar as frações acetato de etila das espécies de Myrtaceae por 

cromatografia líquida de alta eficiência utilizando métodos hifenados 

(HPLC-SPE-RMN) acoplados a bioensaios. 

- Isolar, através de métodos cromatográficos, metabólitos secundários 

presentes nas espécies de Myrtaceae e identificar os metabólitos isolados 

através das técnicas de espectroscopia disponíveis. 

- Aplicar o bioensaio de toxicidade frente à Artemia salina aos 

extratos brutos e frações de M. splendens, M. palustris e E. catharinae. 

- Avaliar a atividade antioxidante de M. splendens, M. palustris, E. 

catharinae através dos ensaios de poder redutor e da capacidade sequestrante 

de radicais livres correlacionando o resultado com o conteúdo de fenólicos e 

de flavonoides; 

- Avaliar o potencial inibitório frente à enzima acetilcolinesterase dos 

extratos brutos e frações das quatro espécies de Myrtaceae. 

- Avaliar o potencial antibacteriano das espécies M. splendens, M. 

palustris e E. catharinae através do ensaio de concentração inibitória mínima 

(CIM). 
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- Avaliar a atividade antifúngica dos extratos e frações de M. 

splendens e M. palustris. 

- Analisar a atividade anti-inflamatória dos extratos, frações e 

compostos de M. splendens e M. palustris através do modelo de inflamação 

induzida pela carragenina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Materiais e reagentes 

 

Os solventes utilizados na partição líquido-líquido, cromatografia em 

coluna (CC) e cromatografia em camada delgada (CCD), foram todos de 

grau analítico PA. 

Para o procedimento de isolamento e purificação dos compostos por 

CC, foi utilizada como fase estacionária sílica gel 0,063 - 0,2 mesh e sílica 

gel 0,04 - 0,063 mesh para CC flash. Para eliminação de resíduo de água nos 

solventes recuperados foi utilizado Na2SO4 (Aldrich). 

As frações e compostos obtidos foram analisados através de CCD, 

utilizando-se placas de alumínio recobertas por sílica gel 60 GF254, de 

marca Merck, com 0,25 mm de espessura e partículas entre 5 a 40 m de 

diâmetro. As substâncias separadas nas placas cromatográficas foram 

visualizadas utilizando vários reveladores: iodo, cloreto férrico 5 % em 

etanol e anisaldeído-sulfúrico (ácido sulfúrico conc., ácido acético glacial e 

anisaldeído 5:1:5 v/v/v em etanol) seguido de aquecimento a 110
o
C. 

O Reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e 

padrões comerciais, utilizados nos ensaios antioxidantes, foram obtidos 

comercialmente (Aldrich). Os cistos de Artemia salina e o sal marinho foram 

adquiridos em lojas de aquário. Para a realização do ensaio de inibição da 

acetilcolinesterase foi utilizado, soro albumina bovina, iodeto de 

acetiltiocolina, ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico – DTNB e enzima 

acetilcolinesterase liofilizada (Tipo VI-S obtida de Electroparius 

electricous), todos os reagentes obtidos comercialmente pela Aldrich. Os 

demais solventes foram obtidos comercialmente de grau analítico sem prévia 

purificação. 

 

4.2. Equipamentos 

 

Para secagem da planta utilizou-se estufa com circulação de ar, marca 

DeLeu, e para a concentração dos extratos e das frações foi utilizado o 

evaporador rotatório a vácuo Fisatom, sob temperatura inferior a 60ºC. 
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O ponto de fusão dos compostos isolados foi determinado em aparelho 

digital Micro Química MQA PF – 301. Os espectros das substâncias na 

região do infravermelho (IV) foram realizados na central de análises do 

departamento de química desta Universidade e, para isto, utilizou-se um 

espectrômetro Perkin Elmer FTIR 16 PC usando pastilhas comprimidas de 

KBr. As determinações de absorção na região do UV-VIS foram realizadas 

em espectrofotômetro Perkin Elmer modelo Lambda 2S. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de 
1
H e 

13
C foram 

obtidos utilizando-se o espectrômetro Varian AS-400, operado a 400 MHz 

para 
1
H e 100 MHz para 

13
C. As amostras foram dissolvidas em metanol, 

clorofórmio, dimetilsufóxido e piridina deuterados, empregando-se 

tetrametilsilano (TMS) como referência. Os deslocamentos químicos () 

foram registrados em valores adimensionais (ppm), as constantes de 

acoplamento J em Hz e a multiplicidade dos sinais indicada como s = 

simpleto, d = dupleto, dd=duplo dupleto, t = tripleto e m = multipleto. 

Para análise qualitativa das frações foi utilizado um equipamento de 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-DAD) de escala analítica 

marca e modelo SHIMADZU LC 10AT. O cromatógrafo é constituído de um 

conjunto de bombas binárias de solvente (SHIMADZU, modelo LC 10AT) 

para escala analítica com "loop" de 20 μL.A aquisição dos dados foi 

realizado pelo software Shimadzu Class VP Software. 

O sistema HPLC-SPE-ttNMR, utilizado nas análises hifenadas, 

consiste de um Agilent 1200 (bomba quaternária G1311A, desgaseificador 

G1322A, amostrador automático G1367C, compartimento de coluna 

termostatizado G1316A, detector de foto arranjo de diodos G1315C e um 

coletor de frações G1364C) (Santa Clara, California, USA), uma bomba 

Knauer K100 Wellchrom (Berlin, Germany), um dispositivo extrator de fase 

sólida Spark Holland Prospekt 2 (Emmen, The Netherlands) e um Gilson 215 

Liquid Handler equipado com uma agulha de 1-mm para preenchimento 

automático de microtubos de 2,5-mm Bruker Match (Middelton, Wisconsin, 

USA). Os cromatogramas, os picos e a transferências dos analitos para o SPE 

foram controlados usando o software HyStar versão 3.2 (Bruker, Fällanden, 

Switzerland). 
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As caracterizações por espectrometria de massas foram feitas por 

fonte tipo electrospray, em um instrumento IT-TOF (Shimadzu Co., Japan), 

do Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantã. As amostras 

foram analisadas em modo negativo, após injeção direta no instrumento sob 

fluxo constante de 20 µL/min em uma solução 50% acetonitrila, contendo 

0,5% ácido fórmico. O controle do equipamento e aquisição dos dados foi 

realizado pelo software LCMS Solution. 

 

4.3. Material Vegetal 

 

As espécies Myrcia splendens, Myrcia palustris, Eugenia catharinae e 

Psidium cattleyanum foram coletadas nas mediações da rodovia Pontal do 

Jurerê que dá acesso a praia da Daniela, município de Florianópolis, Santa 

Catarina, em Maio de 2010. 

As espécies foram identificadas pelo Prof. Dr. Daniel de Barcellos 

Falkenberg, por comparação com exsicatas já depositadas no herbário desta 

Universidade com os seguintes códigos: Myrcia splendens: FLOR 16.182, 

Myrcia palustris: FLOR 17.892, Eugenia catharinae: FLOR 27.820, Psidium 

cattleyanum: FLOR 35.220. 

O material vegetal (folhas e galhos) das espécies, após coleta e 

identificação, foi seco em estufa com circulação de ar a 50°C. Após a 

secagem, todo material foi triturado manualmente e submetido ao 

procedimento de maceração em etanol hidratado 96% durante quinze dias. 

Os extratos obtidos foram filtrados e parte do solvente eliminado em rota-

evaporador (60ºC), sendo estes concentrados, de forma que o solvente 

evaporado foi recuperado e posteriormente reutilizado para nova maceração. 

Este mesmo procedimento foi realizado por duas vezes a fim de se obter o 

maior rendimento possível dos extratos brutos. Os extratos brutos 

hidroalcoólicos foram concentrados sob pressão reduzida. 

 

4.4. Fracionamento líquido-líquido dos extratos brutos  

 

Aos extratos brutos hidroalcoólicos secos foi adicionado etanol 20% e 

após dissolução, estes foram armazenados em geladeira por 24h, sendo então 
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filtrados para a obtenção do material insolúvel. Os filtrados obtidos desta 

etapa foram então particionados com solventes de distintas polaridades: i) n-

hexano, ii) acetato de etila e iii) butanol, conforme a figura 6. 

 

 

Figura 6. Fracionamento dos extratos brutos das espécies estudadas. 

 

4.5. Análises de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 

A análise qualitativa das frações acetato de etila e butanol de M. 

splendens e M. palustris foi realizada no laboratório de Eletroforese Capilar 

do departamento de química desta universidade sob a supervisão do 

professor Gustavo Amadeu Micke. 

As frações acetato de etila de M. palustris, E. catharinae e P. 

cattleyanum foram analisadas pelo método HPLC-SPE-ttNMR. Esta parte do 

projeto foi realizada em período de estágio sanduiche no departamento “Drug 

Design and Pharmacology” da Universidade de Copenhagen sob orientação 

dos professores Dan Stærk, Claus Cornett e Steen Honoré Hansen. 
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4.5.2. Perfil cromatográfico das frações de M. splendens e M. 

palustris por HPLC/DAD 

 

Para as análises qualitativas foi utilizada coluna cromatográfica 

Varian C18 (250 x 4.6 mm; 5μm) a 25 °C, e sistemas eluentes compostos de 

metanol (eluente A) e água e ácido fórmico 1% (eluente B) com a seguinte 

programação de tempo: Inicia-se no tempo t = 0 min com os sistemas de 

eluentes A (35%) e B (65%), 10 min eluente B (55%), 25 min B (45%), 30 

min B (40%), 32 min B (0 %). Fluxo de 1 mL/min, detecção na faixa de 200 

a 600 nm. 

As amostras vegetais (Frações acetato de etila e butanol de M. 

splendens e M. palustris) foram injetadas sem qualquer pré-tratamento a uma 

concentração de 200 μg.mL
-1

 em MeOH/H2O (2:8.) Foram utilizados 

padrões qualitativos de rutina e miricitrina isolados no laboratório. 

 

4.5.3. Estudo das frações acetato de etila de M. palustris, E. 

catharinae e P. cattleyanum pelo método HPLC-SPE-

ttNMR acoplado a ensaios de alta resolução 

 

Esta parte do projeto foi realizada em período de estágio sanduiche no 

departamento Drug Design and Pharmacology da Universidade de 

Copenhagen sob orientação dos professores Dan Stærk, Claus Cornett e 

Steen Honoré Hansen. 

Toda separação analítica foi realizada a 40 °C usando uma coluna 

Phenomenex C18 (2) (150 × 4,6 mm, 3 μm, 100 Å) (Allerød, Denmark). O 

eluente aquoso (A) consistiu de água/metanol (95:5, v/v) e o eluente orgânico 

(B) de metanol/água (95:5, v/v); ambos acidificados com 0,1% de ácido 

fórmico. O fluxo de eluente foi mantido a 0,8 mL/min. O cromatograma foi 

monitorado a 254, 280 e 360 nm, usando o método de absorvância 

“thresholds” para direcionar as armadilhas SPE. O eluato de HPLC foi 

diluído com água Milli-Q acidificada com 0,1% de ácido fórmico (1,5 

mL/min, se não indicado de outra forma), antes da captura em cartuchos de 

10 x 2 mm de diâmetro do tipo "Resina GP" (fase geral, 5-15 µm, forma 

esférica, polivinil benzeno). Os cartuchos de SPE foram condicionados com 
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500 µL de metanol a 6 mL/min, e equilibrados com 500 µL de água Milli-Q 

acidificada com 0,1% de ácido fórmico a 1 mL/min. Os cartuchos carregados 

foram secos com gás de nitrogênio sob pressão, durante 60 minutos cada, e 

os analitos foram automaticamente eluidos em tubos de RMN de 2,5 mm 

utilizando o Gilson Liquid Handler controlado por software PrepGilson 

versão 1.2. Os experimentos de RMN foram realizados num espectrómetro 

Bruker Avance (
1
H, frequência de ressonância de 600 MHz). As medidas 

espectrofotométricas das microplacas de 96 poços (Sterilin Limited, 

Aberbargoed Caerphilly, Reino Unido) foram realizadas utilizando um leitor 

de microplaca Thermo Scientific Multiskan FC (Waltham, Massachusetts, 

EUA), utilizando o software Skanlt versão 2.5.1 para a aquisição dos dados. 

Para secar as microplacas foi utilizado um concentrador SPD121P Savant 

SpeedVac (Thermo Scientific, Waltham, MA) equipado com uma bomba de 

vácuo. 

Para a análise, cerca de 50 mg das frações acetato de etila foram 

dissolvidas em 1,0 mL de metanol e submetidas a centrifugação seguido por 

filtração utilizando Nylon Target Syringe Filter (tamanho de poro 0,45 µm). 

 

4.5.4. Screening de alta resolução 

 

Para a separação foi utilizado o seguinte gradiente linear: 0 min, 10% 

B; 45 min, 70% B; 47 min, 100% B; 52 min, 100% B; 55 min, 10% B; 60 

min, 10% B. As frações acetato de etila das quatro espécies foram diluídas 

em MeOH a uma concentração de 50 mg/mL, sendo que 10 μL de solução 

foi injetada. Para o ensaio de inibição da α-glicosidase a fração acetato de 

etila de Psidium catlleyanum foi diluída dez vezes, sendo injetado 5 μL, a 

fim de melhorar a resolução dos biocromatogramas. Para o ensaio 

antioxidante as frações foram coletadas em três microplacas de 96 poços, 

com "time slicing" do eluato do HPLC de 2 a 47 min divididos em frações de 

9,375 s. Isso corresponde a 125 μL por fração. A atividade antioxidante de 

todos os poços foi medida, utilizando procedimento posteriormente descrito 

no item 4.5.2.2, e os valores de redução ABTS•
+ 

foram plotados abaixo dos 

respectivos cromatogramas. Para o ensaio de inibição da α-glicosidase um 

total de 180 frações foram recolhidas em duas microplacas de 96 poços, por 
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"time slicing" do eluato de HPLC de 2-44 min em frações de 14 s. Isto 

corresponde a 187 μL por fração. Os poços foram evaporados até a secura 

usando um concentrador SPD121P Savant SpeedVac. O ensaio foi realizado 

em cada poço e a atividade de inibição α-glicosidase foi representada 

graficamente contra o tempo de retenção cromatográfico, resultando o 

biocromatograma de alta resolução. 

 

4.5.5. Ensaio antioxidante usando o radical livre ABTS•
+
 

 

A atividade de captura de radicais livres das amostras vegetais foi 

avaliada utilizando o método descrito por Pellegrini et al., 2001. A solução 

contendo o radical livre ABTS•
+ 

foi preparada por incubação de 2,5 mM de 

ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfônico (ABTS) com 0,875 mM 

de persulfato de potássio em água millipore, deixando a mistura em repouso 

no escuro durante 12-16 h antes da utilização. 0,1 M de um tampão de 

fosfato de sódio (pH 7,4) foi utilizado para neutralizar os eluentes 

acidificados do HPLC. A solução de ABTS•
+ 

foi então diluída cinco vezes 

com tampão de fosfato de sódio antes da sua utilização. 200 μL da solução 

de ABTS•
+ 

foram adicionados a cada fração nas microplacas. A absorvância 

foi medida a 620 nm a cada minuto durante 20 minutos usando um 

espectrofotômetro de microplacas. 

 

4.5.6. Ensaio de inibição da enzima α-glicosidase 

 

O ensaio de inibição da α-glicosidase foi determinado através do 

método descrito por Schmidt et al. 2012, com algumas modificações. O 

ensaio foi realizado utilizando um volume final de 200 µL, onde foi 

adicionado 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,5), NaN3 a 0,02%, 5% de 

dimetilsulfóxido (DMSO), α-glicosidase na concentração de 0,05 U / mL e p-

nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (PNPG) 1,0 mM, a uma temperatura de 28 ° 

C, com um tempo de pré-incubação de 10 min. A medida de absorvância é 

lida a 405 nm a cada 30 s durante 35 min. Para cada microplaca um controlo 

positivo de acarbose 0,5 mM foi utilizado, bem como um controlo negativo 
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constituído da solução do teste sem o eluato de HPLC. Os testes foram 

realizados em triplicata.  

 

4.6. Isolamento e identificação de compostos 

 

Diversos métodos cromatográficos foram utilizados para separação e 

isolamento dos compostos das diferentes frações das espécies vegetais. O 

principal método utilizado foi a cromatografia em coluna normal utilizando 

sílica gel, onde um sistema de solvente em gradiente de polaridade foi 

empregado. Outros métodos cromatográficos foram utilizados tais como 

cromatografia em coluna flash. A cromatografia em camada delgada (CCD) 

foi utilizada com o objetivo de monitorar as frações eluidas das colunas para 

a reunião de acordo com o perfil cromatográfico. Os reveladores utilizados 

foram: iodo, soluções reagentes de anisaldeído sulfúrico 5% em etanol e 

cloreto férrico 5% em etanol. 

As estruturas dos compostos isolados foram elucidadas através de 

análises espectroscópicas de infravermelho, ressonância magnética nuclear 

(RMN) de 
1
H e 

13
C e técnicas bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC). 

Quando necessária, a confirmação de estruturas foi feita por comparação 

com dados espectroscópicos da literatura e por co-eluição em CCD com 

padrões. 

 

4.7. Ensaios de bancada 

 

4.7.1. Toxicidade usando larvas de Artemia salina (TAS) 

 

Para os bioensaios de letalidade frente a A. salina, foi utilizada a 

metodologia descrita na literatura (MORESCO et al., 2012b). Os extratos 

brutos e frações e compostos das espécies vegetais foram diluídos em 

água/etanol, a fim de obter uma concentração final de 10.000 µg.mL
-1

. O 

meio para o cultivo das larvas de A. salina foi água salgada (19 g de sal 

marinho/L de água destilada). As larvas foram utilizadas nos ensaios 48 h 

após a eclosão. Para o teste foram transferidas entre 7 e 10 larvas de A. salina 

para cada cavidade de uma placa de 24 poços, contendo solução marinha 
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com 1% de tween 80 (v/v) e os respectivos extratos em diferentes 

concentrações (100 a 1000 μg mL
-1

). A contagem dos animais mortos e vivos 

foi realizada após 24 h de exposição a temperatura ambiente. A dose 

necessária para matar 50 % das larvas (DL50) foi obtida através do gráfico da 

% de animais mortos em função do logaritmo da dose testada. Como controle 

positivo foi utilizada solução de K2Cr2O7 cuja DL50 é de 20 a 40 μg mL
-1 

e 

como controle negativo foi empregado apenas o solvente utilizado para a 

preparação das soluções teste. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

4.7.2. Determinação do teor de compostos fenólicos  

 

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado utilizando o 

reativo de Folin-Ciocalteau, de acordo com a metodologia descrita na 

literatura (MORESCO et al., 2012b). A 0,5 mL de uma solução da amostra 

(extratos e frações na concentração de 1000 µg. mL
-1

, diluídos em metanol), 

foram adicionados 5,0 mL de água destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-

ciocalteau. Após 3 minutos, foi adicionado 1,0 mL da solução saturada de 

Na2CO3. Após isso, agitou-se a solução deixando em repouso por 1 hora. As 

absorvâncias das soluções foram determinadas em espectrofotômetro a 725 

nm. Como branco utilizou-se uma solução preparada conforme descrito 

acima, porém, sem a presença da solução teste. Um aparecimento de cor 

azul-escuro é indicativo da presença de fenólicos no extrato ou fração 

testada. Foi construída uma curva de calibração com soluções padrão de 

ácido gálico nas concentrações de 25 a 500 μg mL
-1

, diluído em metanol, 

para comparação. Todos os testes foram realizados em triplicata. Para o 

cálculo do conteúdo de fenólicos foi construída uma curva de calibração 

utilizando o ácido gálico, de onde se obteve a equação da reta y = 

5,46x+6,48; r
2
= 0,999. O resultado foi expresso em equivalentes de ácido 

gálico, ou seja, mg de ácido gálico/g de extrato ou fração seco. 

 

4.7.3. Determinação do teor de flavonoides 

 

A determinação do teor de flavonoides foi realizada conforme 

Moresco et al. (2012b). A 0,5 mL de uma solução da amostra (extratos e 
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frações na concentração de 1000 µg. mL
-1

, diluídos em metanol), foram 

adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solução de AlCl3 2 % em 

etanol. Após 1 hora, as absorvâncias das soluções foram determinadas em 

espectrofotômetro a 415 nm. Como branco, foi utilizada uma solução 

preparada conforme o procedimento acima, sem a adição AlCl3. O 

aparecimento de coloração verde-florescente é indicativo da presença de 

flavonoides. Foi construída uma curva de calibração com soluções padrão de 

quercetina nas concentrações de 1 a 100 g mL
-1

, diluída em metanol, para 

comparação. Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de 

compostos flavonoídicos foi determinado em mg de quercetina/g de extrato 

ou fração seco, através de uma curva de calibração de onde se obteve a 

equação da reta y = 10,47x + 7,00; r
2
 = 0,998. 

 

4.7.4. Determinação da ação sequestradora do radical livre DPPH 

 

O ensaio para a determinação da atividade antioxidante utilizando o 

radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) foi realizado segundo 

Moresco et al. (2012b). O ensaio consiste em fazer uma solução etanólica de 

DPPH 0,004% preparada momentos antes do uso, e de soluções com 

concentração de 25 a 200 μg mL
-1

 das frações ou extratos brutos. É 

misturada 2 mL de solução de DPPH com 1 mL da amostra vegetal. Agita-se 

e após 30 minutos, é feita a leitura em um espectrofotômetro a 517 nm, 

corrigindo cada absorvância com o seu respectivo controle, que consiste na 

solução do extrato vegetal (1 mL) juntamente com etanol (2 mL). Uma 

solução contendo 2 mL de DPPH e 1 mL de etanol é considerado como 

100% de absorvância. O gráfico do percentual de decréscimo na absorvância 

do DPPH em função na concentração do extrato fornece CE50, concentração 

de extrato necessária para causar 50% de atividade antioxidante. 

 

4.7.5. Determinação do potencial redutor 

 

O ensaio para a análise da atividade antioxidante através da 

determinação do potencial redutor foi realizado conforme Moresco et al. 

(2012b). A 100 L das amostras (extratos brutos e frações na concentração 
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de 1000 µg. mL
-1

) foram adicionados 8,5 mL de água deionizada. 

Adicionou-se então 1,0 mL da solução de FeCl3 0,1 M, e após 3 minutos, 1,0 

mL da solução de ferricianeto de potássio 0,08 M, e misturou-se. Após 15 

minutos, foi realizada a leitura da absorvância da solução em 

espectrofotômetro a 720 nm. O aparecimento da cor azul da Prússia é 

indicativo de potencial redutor. A análise foi feita em triplicata. Como 

branco, foi utilizada uma solução preparada conforme o procedimento acima, 

sem a adição da amostra. Foi realizada uma curva de calibração utilizando 

soluções padrões de ácido ascórbico nas concentrações de 25 a 500 μg mL
-1

, 

diluído em metanol, para comparação. O potencial redutor das amostras foi 

expresso em mg de ácido ascórbico / g de extrato ou fração seco, através de 

uma curva de calibração, de onde se obteve a equação da reta y = 2,43x + 

1,94; r
2
 = 0,999. 

 

4.7.6. Ação inibitória da enzima acetilcolinesterase 

 

O bioensaio de inibição da enzima acetilcolinesterase foi realizado 

conforme Magina et al., (2012) com modificações. Para a realização do 

ensaio de inibição da acetilcolinesterase foram preparadas as seguintes 

soluções tampões: Tampão A – solução de Tris-HCl 50 mM pH = 8,0; 

Tampão B – solução de Tris-HCl 50 mM pH = 8,0 acrescido de 0,1 % de 

soro albumina bovina; Tampão C – solução de Tris-HCl 50 mM pH = 8,0 

acrescido de NaCl 0,1 M e MgCl2.6H2O 0,02 M. Uma solução de 15 mM de 

iodeto de acetiltiocolina em água milipore deionizada foi preparada. 3 mM 

do reagente de Elman (ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico - DTNB) foi 

dissolvido na solução tampão C e a enzima acetilcolinesterase liofilizada 

(Tipo VI-S obtida de Electroparius electricous) foi diluída na solução 

tampão B até a concentração de 0,25 U/mL.  

Para este ensaio utiliza-se um volume total de 1000 µL de solução. 

Em uma cubeta adiciona-se 325 µL do Tampão A, 100 µL da amostra 

vegetal (0,1 mg.mL
-1

) e 25 µL da solução contendo a enzima 

acetilcolinesterase. Após 15 min, à temperatura ambiente, adiciona-se nesta 

cubeta 75 µL da solução de iodeto de acetiltiocolina e 475 µL da solução do 

reagente de Ellman. Após trinta minutos realiza-se a leitura em 
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espectrofotômetro UV-VIS a 404 nm. Como controle positivo utiliza-se a 

galantamina, do medicamento comercial Reminyl , (0,01 mg.mL
-1

) e como 

controle negativo o mesmo solvente em que se dissolve a amostra vegetal, 

onde a atividade enzimática é considerada 100%. Na referência (ou branco) 

são utilizados todos os reagentes exceto a enzima. 

 

4.8. Atividade antimicrobiana 

 

A atividade antibacteriana de algumas das espécies foi determinada 

segundo o modelo de concentração inibitória mínima (CIM) utilizando 

diferentes bactérias de interesse clínico. Esta atividade foi realizada em 

colaboração com a Prof. Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco do 

departamento de Análises Clínicas da Universidade Federal de Santa 

Catarina. Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados no 

Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG) pela pesquisadora Profª. Drª. Suzana Johann. 

 

4.8.1. Atividade antibacteriana 

 

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) utilizando a bactéria gram-positiva 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e as bactérias gram-negativas 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e s Escherichia coli (ATCC 

25922). 

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO), com 

objetivo de se produzir soluções-mãe contendo 100 mg mL
-1

. Posteriormente 

foram realizadas diluições seriadas destas soluções em caldo Brain Heart 

Infusion (BHI), produzindo concentrações variando de 50 mg mL
-1

 a 1,5 g 

mL
-1

, distribuídas em volumes de 100 L em cada orifício teste da placa de 

microdiluição estéril de 96 poços. Em cada orifício teste foi adicionado 5 L 

do inóculo bacteriano contendo 5 x 10
5
 UFC/mL de cada microorganismo 

testado. Os experimentos foram realizados em duplicata e as placas 

incubadas em aerobiose a 36ºC ± 1ºC por 24 horas. Após esta incubação 

inicial, adicionou-se 10 µL de cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazólio (5% v/v) em 
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metanol, a cada microcavidade da placa utilizada no experimento (CLSI, 

2005). Em seguida, realizou-se outra incubação em aerobiose por 30 minutos 

à temperatura de 36ºC ± 1ºC, onde foi possível verificar a mudança de 

coloração para vermelho nos micropoços onde houve presença de bactérias 

viáveis, ou seja, onde os extratos, frações e compostos não foram capazes de 

inibir o crescimento bacteriano. A concentração inibitória mínima (CIM) foi 

considerada a menor concentração onde não se verificou crescimento 

bacteriano. Como controle de inibição bacteriana foi utilizado o antibiótico 

de referência gentamicina (Figura 7), um antibiótico que apresenta boa 

atividade contra todas as cepas testadas em nosso experimento. 

 

 

Figura 7. Estrutura do antibiótico de referência gentamicina. 

 

4.8.2. Atividade antifúngica 

 

Para dissolver e diluir os extratos e frações das plantas estudadas 

utilizou-se dimetilsulfóxido (DMSO) e a concentração final deste solvente no 

ensaio é de 0,002%.  

O meio de Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio YPD (extrato de 

levedura, peptona e dextrose), foram utilizados para a manutenção das 

culturas fúngica e o meio de RPMI 1640 (Sigma) tamponado com ácido 

morfolinepropano sulfônico (MOPS) (Sigma) para os testes de 

microdiluição.  

Os fungos utilizados foram os seguintes: Candida albicans (ATCC 

18804), C. krusei (ATCC 200298), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. 

tropicalis (ATCC 22019). Utilizou-se também Cryptococcus gattii (ATCC 

32608) e C. neoformans (ATCC) e Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) 

(Coleção de Cultura da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo). 
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Para as espécies de Candida as amostras foram repicadas em estrias, 

24 horas antes da realização dos testes e para as espécies de Cryptococcus 48 

horas, em SB e mantidas a 35C. O inóculo foi feito de acordo com o 

documento M27-A2 (CLSI, 2002). 

Para Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) na forma de levedura este 

foi repicado em tubos com meio YPD a 37
o
C. 

Para o teste de microdiluição os fungos foram ressuspendidos, com o 

auxílio de uma alça de Drigalski, em solução fisiológica esterilizada e 

homogeneizada em vórtex e ajustadas à turbidez de 75-80% em 

espectrofotômetro a 70% em comprimento de onda de 530 nm, equivalente a 

1x10
6 

– 5x10
6 

UFC/mL. A partir deste inoculo foram feitas diluições 1:50 e 

1:20, correspondendo a um inoculo de 1x10
3 

-5x10
3 

UFC/mL para as 

amostras de Candida spp. e C. neoformans. Para o fungo dimórfico P. 

brasiliensis as células leveduriformes em fase exponencial foram coletadas 

assepticamente com alça de Drigalski e suspensas em 5 mL de salina estéril 

(0,85%) (MANOCHA et al., 1980). O inóculo foi homogeneizado em vortex 

e deixado em repouso para a decantação e somente após 5 minutos o 

sobrenadante foi coletado. A transmitância do sobrenadante foi medida em 

520 nm e ajustada para 69-70% (1 x 10
5
 a 5 x 10

5
 células por mL), contando 

o número de células viáveis em câmera de Neubauer. As suspensões foram 

então diluídas em RPMI (1:10) para obtenção do inóculo final 1x 10
4
 a 5x10

4 

cel/mL (HAHN & HANDAM, 2000). 

Para o teste de triagem da atividade antifúngica todas as amostras a 

serem testadas foram diluídas a 500 µg/mL em RPMI. Posteriormente 100 

µL de cada amostra foi adicionada em um poço de duas placas de 96 poços. 

Foram feitos também os controles de toxicidade do DMSO na concentração 

de 0,002%, crescimento fúngico, esterilidade do meio de cultura e 

suscetibilidade ao itraconazol (0,5µg/mL). 

Posteriormente em cada poço teste e nos poços controles, exceto o 

controle de esterilidade do meio, foram adicionados 100 µL do inoculo. 

Desta forma a concentração final das amostras nos poços ficou em 250 

µg/mL. 

Posteriormente as placas foram incubadas a ±37ºC. No ensaio, 

utilizando as leveduras do gênero Candida, as placas ficaram incubadas por 
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48h, para as espécies de Cryptococcus por 72 horas. Para o Pb18 as placas 

foram incubadas por 10 dias. 

Após a incubação, em cada poço foi acrescentado 10 μL de brometo 

tiazolil azul tetrazólico (MTT - 5 mg/mL), o conteúdo homogeneizado e as 

placas foram novamente incubadas à mesma temperatura de crescimento dos 

respectivos inóculos por 4 horas. Nas mitocôndrias das células alvos, o MTT 

é metabolizado em formazan, revelando a presença de células 

metabolicamente ativas. Após o metabolismo do MTT pelos fungos, foram 

adicionados 100 μL/poço de SDS/isopropanol (5%), que rompe a membrana 

celular dos microrganismos alvos e disponibiliza no meio o formazan. 

A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT em 

um leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa 

Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), a 570 nm. A absorbância dos poços 

testes foi comparada com a absorbância do poço controle contendo apenas o 

microrganismo, sendo a porcentagem de inibição calculada pela seguinte 

fórmula: 

 

%inibição = DO poço controle – DO poço tratado X 100 

DO poço controle 

 

Onde DO = Densidade Óptica 

 

Os extratos e frações foram considerados ativos quando inibiram o 

crescimento fúngico em valor igual ou maior que 70%. 

O teste antifúngico foi feito utilizando a metodologia do teste de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) descrito no documento M27-A2 do 

CLSI (2002). O teste de CIM para o Pb 18 foi feito conforme descrito por 

Johann e colaboradores (2010). Primeiramente os extratos e frações foram 

dissolvidos em DMSO e diluídos em caldo RPMI, mantendo o volume 

constante de 1000 µL em cada tubo. Foram testadas 10 concentrações que 

variaram de 250-0,45 µg/mL. A partir de cada diluição, alíquotas de 100 L 

foram distribuídas em orifícios da placa de microdiluição. Como controle 

positivo foi utilizada o itraconazol (Sigma) nas concentrações de 8-0,007 

g/mL. Após a montagem das placas, cada orifício teste e controle de 
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crescimento recebeu 100 µL do inóculo microbiano. O tempo e a 

temperatura de incubação, assim como a leitura das placas foram efetuados 

como descrito acima no teste de triagem. As CIMs foram consideradas como 

a menor concentração do produto natural, que inibiu o crescimento do 

microrganismo em pelo menos 90%, em relação ao controle de crescimento, 

após a incubação e foram expressas em g/mL. Todos os ensaios foram 

realizados em duplicata e repetidos pelo menos duas vezes. 

 

4.9. Atividade anti-inflamatória 

 

Atividade anti-inflamatória foi avaliada através do modelo de pleurisia 

induzida por carragenina em camundongos, realizada em colaboração com a 

Prof. Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco do departamento de Análises 

Clínicas da Universidade Federal de Santa Catarina. 

O estudo utilizou camundongos albinos suíços, de um mês de idade, 

de ambos os sexos, pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central 

da UFSC. Os animais mencionados foram acomodados em gaiolas plásticas 

com serragem, sob temperatura ambiente e luz natural. Estes animais 

receberam alimentação e água durante todos os experimentos. Este projeto 

foi aprovado pelo Comitê de ética na experimentação com animais (CEEA) 

da FURB sob protocolo Nº 026/2007. 

A anestesia dos animais foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) 

administrados por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a administração da 

solução corante de azul de Evans (25 mg/kg, i.v.) com o objetivo de se 

avaliar de forma indireta a exsudação. 

Os animais foram sacrificados, após o teste, com overdose de 

pentobarbital (120 mg/kg, i.p.), administrado por via intraperitoneal. 

No dia dos experimentos, os animais receberam 0,1 mL de solução 

fisiológica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogístico carragenina (Cg, 1%), 

administrado na cavidade pleural (i.pl.) direita, através do espaço intercostal, 

utilizando-se de uma agulha 13 x 5 mm e cânula de poliestireno. De acordo 

com cada protocolo experimental, após a administração da carragenina ou da 

solução salina estéril, os animais foram sacrificados com overdose de 

pentobarbital em 4 h após a indução da inflamação. A seguir, os animais 
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foram fixados em mesa cirúrgica, em declive de 30º a 45º, sendo feita uma 

incisão transversal na pele e nos músculos abdominais. Posteriormente, o 

apêndice xifóide foi pinçado e, através de duas incisões paralelas ao longo do 

esterno, a cavidade pleural foi exposta. Imediatamente, a cavidade pleural foi 

lavada com duas alíquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solução de 

tampão fosfato/salina (PBS, pH 7,6, NaCl 130 mmol.L
-1

, Na2HPO4 5 

mmol.L
-1

, KH2PO4 1 mmol.L-1 e heparina 20 UI.mL
-1

). Alíquotas do lavado 

pleural foram coletadas com auxílio de pipeta automática para a 

quantificação do número total de células. De acordo com o protocolo 

experimental, 10 minutos antes dos experimentos, alguns grupos de animais 

foram tratados com solução de Azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, 

i.v.), para posterior determinação indireta do grau de exsudação na cavidade 

pleural. 

Para análise da enzima mieloperoxidase, os animais não foram 

previamente tratados com o corante azul de Evans, uma vez que este 

interfere nas dosagens colorimétricas para a quantificação destes parâmetros. 

No dia dos experimentos, após sacrifício dos animais e abertura das 

cavidades, alíquotas do lavado pleural (200 µL) foram reservadas para a 

contagem celular total (contagem total de leucócitos), utilizando-se líquido 

de Türk (1:20) e câmara de Neübauer, com auxílio de microscópio ótico 

comum (aumento 400 vezes). Os resultados foram expressos em número 

total de células (x 10
6
). 

Ainda no dia dos experimentos, uma alíquota (200 µL) do lavado 

pleural foi reservada para a determinação da exsudação através da 

determinação da concentração de Azul de Evans em leitor de microplaca 

(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA), por leitura da densidade 

ótica, em comprimento de onda 620 nm, de acordo com a metodologia 

descrita (SALEH et al., 1996). Para a quantificação da concentração de azul 

de Evans, curvas padrão com concentrações previamente conhecidas do 

corante (0,01 - 50 µg/mL) tiveram suas densidades óticas determinadas. Os 

valores das concentrações de azul de Evans nas amostras foram interpolados 

com base na reta padrão e expressos em µg/mL. 

Para a Determinação da atividade da enzima mieloperoxidase, 

imediatamente após o sacrifício dos animais, uma amostra do lavado pleural 
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de camundongos foi coletada e imediatamente processada para a 

quantificação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) segundo 

metodologia descrita (RAO et al., 1993). Volumes de 20 µL do lavado da 

cavidade pleural ou do padrão (MPO de neutrófilos humanos (0,7 - 140 

mUI/mL)) foram transferidos para microplacas contendo 96 poços e a reação 

bioquímica iniciada com a adição de 180 µL de uma solução de 0,167 

mg/mL de o-dianisidina 2 HCl e 0,0005% de H2O2. Após 15 min. de 

incubação, à temperatura ambiente, a reação enzimática foi interrompida 

com a adição de 30 µL de azida sódica (1%). A seguir, as placas contendo as 

amostras foram lidas em densidade ótica (450 nm) em leitor de microplacas 

(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Curvas-padrão com 

atividades conhecidas da MPO (0,7 - 140 mU/mL) também tiveram suas 

densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores 

desconhecidos. Os valores da MPO foram expressos em mU/mL, com o 

auxílio da curva padrão. 

Os resultados de todos os parâmetros inflamatórios estudados foram 

expressos como média ± erro padrão os quais foram analisados pelos testes 

estatísticos utilizando o programa de estatística GraphPad Prism
®
 versão 

3.00 (San Diego, Califórnia, EUA). Diferenças estatísticas entre os grupos 

controle e os grupos tratados com as amostras foram avaliadas por meio do 

teste de variância ANOVA (teste paramétrico bicaudal de duas vias), 

complementado pelos testes pos-hoc de Dunnett. Quando necessário utilizou-

se o teste t de Student (não-pareado) e o teste de correlação de Pearson. Para 

todas as análises estatísticas, valores de p menores que 0,05 foram 

considerados significativos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A escolha destas quatro espécies de Myrtaceae se deve ao fato de 

praticamente não haver relatos na literatura sobre estudos fitoquímicos e 

biológicos realizados com as espécies. 

São poucos os estudos fitoquímicos realizados com espécies do 

gênero Myrcia. M. splendens teve apenas a composição do óleo essencial das 

folhas estudada (COLE et al., 2008). Não há qualquer relato a respeito da 

espécie M. palustris. Portanto, um estudo fitoquímico com as duas espécies 

foi realizado com intuito de buscar novas moléculas bioativas assim como 

contribuir com a quimiotaxonomia do gênero. Foi dada prioridade às frações 

mais polares (acetato de etila e butanol), já que a literatura tem mostrado uma 

grande quantidade de compostos flavonoídicos nestas frações em outras 

espécies deste gênero. 

Espécies do gênero Eugenia são bastante estudadas revelando uma 

grande quantidade de compostos fenólicos com capacidade antioxidante 

(EINBOND et al. 2004) como os taninos, ácidos fenólicos, antocianinas, 

chalconas e flavonoides. Apesar de este gênero ser bastante estudado, não há 

nenhum relato sobre estudos realizados com E. catharinae, o que incentiva 

um estudo fitoquímico com a espécie. 

A espécie P. catlleyanum é bastante descrita na literatura pelo seu uso 

popular, no entanto, pouco foi estudada sob os aspectos químicos e 

biológicos. Diante disso, um estudo fitoquímico foi iniciado com a planta em 

meados de 2008 no qual levou ao isolamento de dois esteroides, dois 

triterpenos ácidos e um flavonoide (MORESCO et al, 2012a). Neste trabalho 

foi dada continuidade a estes estudos, principalmente os biológicos. 

 

5.1. Obtenção e fracionamento dos extratos vegetais 

 

Os extratos brutos (EBH) das folhas das quatro espécies, após 

evaporação, foram ressuspensos em solução EtOH/H2O 30% e armazenados 

em geladeira por um dia. Após este procedimento, foram então filtrados para 

obtenção de um material insolúvel, o qual foi denominado fração insolúvel 

(FIn). As partes filtradas foram então particionadas com solventes de 
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distintas polaridades como hexano, acetato de etila, butanol, formando as 

frações: Hexano (FH), Acetato de etila (FAe), Butanol (FB) e fração Aquosa 

(FAq). O resultado dos rendimentos obtidos para os extratos e frações pode 

ser observado na tabela 5. 

 

Tabela 5. Rendimento dos extratos brutos e frações das espécies M. splendens, M. palustris, E. 

catharinae e P. cattleyanum. 

Material 

vegetal 

M. splendens M. palustris 

Material seco 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Material seco 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Folhas 512,00 - 569,03 - 

EBH 87,31
a
 17,05 72,88

a
 12,81 

FH 0,4835
b
 0,55 0,4282

b
 0,59 

FAe 20,49
b
 23,45 3,30

b
 4,53 

FB 15,29
b
 17,51 11,07

b
 15,19 

FAq 31,24
b
 35,78 24,34

b
 33,40 

FIn 11,35
b
 13,00 8,62

b
 11,83 

Material 

vegetal 

E. catharinae P. cattleyanum 

Material seco 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Material seco 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Folhas 475,20 - 413,00 - 

EBH 73,92
a
 15,56 35,60

a
 8,62 

FH 9,12
b
 12,32 0,0438

b
 0,12 

FAe 22,35
b
 30,23 5,78

b
 16,24 

FB 7,05
b
 9,54 3,13

b
 8,79 

FAq 8,56
b
 11,58 9,58

b
 26,91 

FIn 26,91
b
 36,40 6,42

b
 18,03 

a = refere-se a porcentagem em relação ao material vegetal seco; b = refere-

se a porcentagem em relação ao extrato bruto. 
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5.2. Perfil cromatográfico em HPLC das frações polares das espécies 

de Myrcia 

 

A presença de flavonóides em espécies do gênero Myrcia já foi 

amplamente estudada por alguns autores (GOTTLIEB et al., 1972; 

YOSHIKAWA et al., 1998; MATSUDA et al., 2002; FERREIRA et al., 

2006) principalmente nas frações mais polares obtidas do fracionamento 

líquido-líquido. Diante disso, o desenvolvimento de uma metodologia de 

análise de flavonóides por HPLC nas frações acetato de etila e butanol das 

espécies M. splendens e M. palustris é incentivada. 

O perfil cromatográfico das frações acetato de etila e butanol de M. 

splendens pode ser visualizado nas figuras 8 e 9. A fração acetato de etila 

(Figura 8) de M. splendens apresentou cinco picos majoritários em 10,8 min 

(11,3%), 11,8 min (6,4%), 12,8 min (35,7%), 14,3 min (6,9%) e 14,4 min 

(7,2%), que juntos representam cerca de 80% de área relativa. O 

cromatograma apresentou um pico mais intenso em 12,8 min e seu espectro 

de UV, observado no aparelho de HPLC, mostrou bandas de absorção 

máxima em 265 nm e 356 nm. Este espectro sugere tratar-se de um 

flavonóide contendo o núcleo aglicônico do tipo flavonol que apresenta duas 

bandas de absorção características: Banda II (250-280 nm) e Banda I (330-

360 nm para flavonol 3-OH substituído ou 350-385 nm para flavonol 3-OH 

livre) (MARKHAM, 1982). A fração butanol apresentou um perfil um pouco 

distinto (Figura 9), mostrando 10 picos, sendo dois majoritários com índices 

de retenção de 11,1 e 13,0 min que juntos representam 60 % de área relativa. 
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Figura 8. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração acetato de etila de M. splendens 

obtido a 354 nm. 

 

 

Figura 9. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração butanol de M. splendens obtido a 

354 nm. 

 

A espécie M. palustris apresentou perfil cromatográfico semelhante à 

espécie M. splendens como pode ser visualizado nas figuras 10 e 11. A 

fração acetato de etila e butanol de M. palustris mostraram um pico intenso 

com o mesmo tempo de retenção observado na fração acetato de etila de M. 

splendens de 12,8 min, correspondendo a 77,8% e 71,7% da área relativa, 

respectivamente. 
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Figura 10. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração acetato de etila de M. palustris 

obtido a 354 nm. 

 

 

Figura 11. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração butanol de M. palustris obtido a 

354 nm. 

 

A fim de determinar os compostos majoritários observados nas 

frações das duas espécies, foram realizadas corridas com dois padrões de 

flavonóis heterosídeos disponíveis, a miricitrina e a rutina, utilizando as 

mesmas condições de análise das frações. O padrão a apresentar tempo de 

retenção próximo aos compostos majoritários encontrados foi o flavonóide 

miricitrina (12,8 min) como pode ser visto na figura 12. O pico em 14,3 
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refere-se à rutina e o pequeno sinal em 17,7 min é relativo a impureza, uma 

vez que o padrão de miricitrina utilizado trata-se de um composto isolado no 

laboratório e não de um padrão comercial. 

 

 

Figura 12. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD dos flavonoides miricitrina e rutina obtidos a 

354 nm. 

 

A fração acetato de etila de M. splendens (Figura 8) e as frações 

acetato de etila e butanol de M. palustris (Figuras 10 e 11) apresentaram um 

pico majoritário em 12,8 min podendo este ser o flavonóide miricitrina. A 

fração butanol de M. splendens (Figura 9) apresentou um pico em 13,0 min 

podendo, também, ser atribuído ao flavonóide miricitrina, uma vez que 

pequenas variações no tempo de retenção podem ocorrer pela reposição do 

solvente ou por análises realizadas em dias diferentes. Portanto, a fim de 

certificar se os compostos majoritários se tratavam mesmo de flavonóide 

miricitrina, realizou-se a co-injeção das amostras junto à substância de 

referência (miricitrina). Os cromatogramas podem ser visualizados nas 

figuras de 13-16. 

 

Miricitrina 

Rutina 
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Figura 13. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração acetato de etila de M. splendens 

com co-injeção do padrão miricitrina (20%) obtido a 354 nm. 

 

 

Figura 14. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração butanol de M. splendens com co-

injeção do padrão miricitrina (20%) obtido a 354 nm. 

 

Figura 15. Perfil cromatográfico da fração acetato de etila de M. palustris com co-injeção do 

padrão miricitrina (20%) obtido a 354 nm.  
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Figura 16. Perfil cromatográfico por HPLC-DAD da fração butanol de M. palustris com co-

injeção do padrão miricitrina (20%) a 354 nm. 

 

De acordo com os cromatogramas 13-16, pode-se inferir que o 

flavonóide miricitrina está presente nas frações acetato de etila de M. 

splendens e acetato de etila e butanol de M. palustris. O perfil 

cromatográfico se manteve nas três frações tendo apenas o aumento da área 

do composto no tempo de retenção de 12,8 min. O cromatograma da fração 

butanol de M. splendens com a co-injeção de padrão (Figura 14) não 

apresentou um perfil que possa garantir a presença do flavonóide miricitrina 

na fração. A concentração do padrão ficou visivelmente elevada em relação à 

fração, além disso, não foi observada simetria dos sinais. 

Uma observação interessante a respeito dos cromatogramas é que em 

todas as frações, com exceção da fração butanol de M. splendens, foi 

verificada a presença do sinal de impureza do padrão em 17,7 min. Isso 

indica que esta impureza pode ser outro flavonóide de polaridade inferior a 

miricitrina, podendo ser, inclusive, a aglicona miricetina. 

Tanto o flavonóide miricitrina quanto a sua aglicona, miricetina já 

foram encontradas em espécies do gênero Myrcia (YOSHIKAWA et al., 

1998; FERREIRA et al., 2006). No entanto, sabe-se que a confirmação da 

presença destes compostos só é possível através do isolamento por métodos 

cromatográficos tradicionais, com posterior identificação espectroscópica, ou 

por análises hifenadas, onde se podem obter mais informações analíticas, 

como espectroscopia de massa e ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio e carbono. Diante disso, buscou-se o fracionamento 
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cromatográfico por coluna destas frações e, bem como um estudo por 

cromatografia líquida de alta eficiência, utilizando metódos hifenados 

(HPLC-SPE-RMN), para obter informações mais precisas de composição e 

atividade dos compostos. Estes procedimentos estão descritos nos itens 5.5 e 

5.6. 

 

5.3. Fracionamento cromatográfico de Eugenia catharinae 

 

Para esta espécie, foram escolhidas, para o fracionamento 

cromatográfico, as frações insolúvel e acetato de etila, devido ao fato de que 

estas apresentaram maior rendimento no particionamento líquido-líquido, o 

que possibilitou um trabalho fitoquímico mais detalhado. Os procedimentos 

desenvolvidos estão descritos a seguir. 

 

5.3.1. Fracionamento cromatográfico da fração insolúvel 

 

Uma aliquota da fração insolúvel (25,00 g) foi submetida à 

cromatografia em coluna de sílica gel (CC), utilizando como eluentes 

hexano/acetato de etila com gradientes de polaridade. Desta cromatografia 

foram obtidas 69 frações (A1-A69), sendo que as mesmas foram reunidas 

segundo seu perfil em cromatografia em camada delgada (CCD). As frações 

A13-A20 foram reunidas e submetidas a um novo fracionamento 

cromatográfico usando eluentes hexano/acetato de etila e acetato de 

etila/etanol em gradiente de polaridade gerando 22 frações (B1-B22). B8-

B10 apresentou-se como um óleo de coloração laranja que foi denominado 

de Composto C-1 (627,8 mg). 

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr apresentou bandas 

em 3396,4 cm-1, correspondente ao grupamento OH e outras bandas em 

2930,2 e 2860,3 cm-1 correspondente a vibrações de ligações C-H, 1591,1 

cm
-1

 estiramento C=C de anel aromático, em 1347,2 e 1297,1 cm
-1

 referente 

ao estiramento de ligação C-O (Anexo 1). 

O espectro de RMN 
1
H (Anexo 2) mostra um conjuntos de sinais entre 

0,5 -2,5 sugerindo a presença de uma cadeia linear composta por cinco 

carbonos ligada a um anel aromático. O tripleto centrado em 0,89 ppm com 
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constante de acoplamento de J = 7,0 Hz, refere-se a hidrogênios de metila 

vizinha a um CH2; um multipleto centrado em 1,31 ppm com integração para 

4 hidrogênios sinaliza a presença de dois CH2 vizinhos; um outro multipleto 

centrado em 1,58 ppm com integração para 2 hidrogênios sugere um CH2 

vizinho a outro CH2 e a uma metila terminal; finalmente, um tripleto 

centrado em 2,50 ppm (J = 8,0 Hz; 3H) refere-se ao CH2 vizinho a um anel 

benzênico e a outro CH2 (Figura 17). A presença de uma metoxila foi 

confirmada pelo sinal de singleto que aparece em 3,75 ppm com integração 

de 3 hidrogênios. O sinal de um singleto largo em 5,47 ppm indica, 

provavelmente, a presença de uma hidroxila fenólica. Entre 6,24 e 6,34 ppm 

observa-se 3 tripletos centrados em 6,25; 6,28 e 6,33 ppm com J = 2,5 Hz, 

típicos a acoplamento meta de anel aromático trissubstituído (Figura 18). 
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Figura 17. Ampliação do espectro de RMN de 1H (CDCl3) da fração B8-B10 de E. catharinae. 
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Figura 18. Ampliação do espectro de RMN de 1H (CDCl3) da fração B8-B10 de E. catharinae. 

 

Os sinais de carbono foram observados através da técnica de APT 

(Attached Proton Test) (Anexo 3). Neste experimento, os deslocamentos de 

átomos de carbonos quaternários e secundários (CH2) são apresentados como 

singleto de amplitude positiva. Por outro lado, os carbonos primários (CH) e 

terciários (CH3) são apresentados como singleto de amplitude negativa. Na 

região de amplitude positiva é possível observar os quatro sinais referentes a 

carbonos metilênicos que aparecem entre 22,4 e 35,9 ppm e e os últimos três 

sinais entre 145,8 e 160,4 ppm referentes aos carbonos quaternários do anel 

aromático. Nas regiões de amplitude negativa é possível observar um sinal 

em 13,9 ppm referente a uma metila e outro referente a uma metoxila em 

55,1 ppm. Os três sinais entre 98,7 e 108,1 ppm referem-se a carbonos CH 

aromáticos. 

Os sinais dos espectros de RMN 
1
H e RMN 

13
C obtidos 

experimentalmente foram comparados com os dados da literatura 

(McCLANAHAN & ROBERTSON, 1985). Através desta comparação 

sugeriu-se que o Composto C-1 trata-se do 3-metóxi-5-pentifenol, conhecido 

como monometil-olivetol, Figura 19. 
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Figura 19. Monometil-olivetol (1-hidroxi-3-metoxi-5-n-pentil benzeno) 

 

Os derivados de olivetol são frequentemente encontrados em espécies 

de liquens e também têm um papel fundamental nas espécies de cannabis, 

produzindo o ácido olivetóico que é utilizado na biossíntese do 

tetrahidrocanabinol (THC) (DEWICK, 2009). O monometil-olivetol, apesar 

de ser um composto simples, nunca foi encontrado em espécies da família 

Myrtaceae. 

A fração A23-A30 foi recromatografada em sílica gel utilizando com 

eluente hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade, obtendo-se 21 

frações (C1-C21) na qual a fração C5-C6 apresentou-se como um fino sólido 

branco o qual foi denominado de mistura M-1 (7,64 mg). Este sólido, após 

recristalização em metanol, apresentou uma faixa de ponto de fusão de 131,0 

- 132,0 
o
C e, quando analisado em CCD, apresentou uma mancha de 

coloração violeta ao ser revelado com anisaldeído sulfúrico, sugerindo a 

presença de esteróides ou triterpenos. 

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr apresentou um perfil 

de absorção típico de estruturas esteroidais ou triterpênicas. Uma banda 

intensa e larga com máximo de absorção em 3434 cm
-1

 característica do 

estiramento da ligação O-H; um grupo de bandas de absorção para 

estiramentos C-H na região de 2960-2850 cm
-1

, cuja alta intensidade indica a 

presença de uma grande cadeia hidrocarbonada que juntamente com a 

complexidade do espectro na região de deformações angulares abaixo de 

1462 cm
-1

 indica não se tratar de uma cadeia hidrocarbonada linear. Além 

disso, observou-se uma banda de menor intensidade em 1645 cm
-1

, 

correspondente a absorção de estiramento de ligação dupla C=C (Anexo 4). 

A análise do espectro de RMN 
1
H (Anexo 5) permitiu a visualização 

uma faixa de sinais na região de campo alto entre 0,5-2,5 ppm típicas de 
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estruturas esteroidais ou triterpênicas. Verificou-se em aproximadamente 5,3 

ppm a presença de um sinal largo referente a hidrogênios ligados a carbono 

sp
2
. A presença do multipleto centrado em aproximadamente 3,52 ppm 

(Figura 20) sinaliza a presença do hidrogênio carbinólico típico da β-

hidroxilação do C-3 do sistema ciclopentanoperidrofenantreno característica 

dos fitoesteróis. Observa-se que nos esteróis, este H-3 forma um multiplete 

pelo acoplamento com dois grupos metilenos vizinhos 2-CH2 e 4-CH2. Nos 

triterpenos, a presença de duas metilas em C-4, faz com que o H-3 acople 

somente com os hidrogênios axial e equatorial do metileno C-2, resultando 

em um sinal com a forma de um duplo-duplete. A ampliação da região do 

hidrogênio ligado a carbono sp
2
 revela a presença de três conjuntos de picos. 

O primeiro sinal centrado em 5,34 ppm refere-se ao H-6 da dupla 

trissubstituida dos esteróides com o esqueleto colestano e os duplos dupletos 

centrados em 5,14 ppm (J1=8,6 e J2=15,2 Hz) e 5,01 ppm (J1=8,6 e J2=15,2 

Hz) referem-se aos H-22 e H-23 da dupla dissubstituida de esteróides. A 

diferença de intensidade destes sinais em conjunto com a integração (Figura 

21) sugere tratar-se de uma mistura. 
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Figura 20. Ampliação do espectro de RMN de 1H (CDCl3) da fração C5-C6  
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Figura 21. Ampliação do espectro de RMN de 1H (CDCl3) da fração C5-C6 

 

Na análise do espectro de RMN de 
13

C (Anexo 6) observou-se a 

presença de cerca de 38 sinais, indicando a presença de mistura, visto que os 

esqueletos esteroidais apresentam entre 27 e 29 carbonos. Neste espectro, 

aparecem quatro sinais na região desblindada a cima de 120 ppm que 

confirma a presença de duas ligações duplas (Figura 22). Estes sinais são 

característicos de esqueletos esteroidais, sendo uma das insaturações 

referentes a ligação dupla endocíclica localizada entre C-5 e C-6 (140,77 e 

121,72 ppm) e a outra da região alifática entre C-22 e C-23 (138,3 e 129,3 

ppm). 
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Figura 22. Ampliação do espectro de RMN de 13C (CDCl3) da fração C5-C6 
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A análise das integrações dos sinais H-3 e H-22/H-23 no espectro de 

RMN 
1
H juntamente com a comparação dos deslocamentos químicos de 

RMN de 
1
H e 

13
C com os registrados na literatura (KOVGANKO et al., 

2000; FORGO & KÖVÉR, 2004.) foi possível identificar que os dois 

compostos presentes na mistura são o β-sitosterol (Composto C-2) e o 

estigmasterol (Composto C-3) (Figura 23), corroborando com os muitos 

relatos da literatura, em que o fitoesterol β-sitosterol geralmente vem 

acompanhado de estigmasterol em menor quantidade. De acordo com a 

análise de integração dos sinais no espectro de RMN 
1
H (H-22 e H-23 da 

dupla, estigmasterol), M-1 apresentou uma proporção de 66% β-sitosterol e 

34% estigmasterol. A análise de CCD da mistura com amostras autênticas 

confirma a presença destes dois compostos. 

 

 

Figura 23. Estrutura dos esteróis presentes na mistura M-1 de E. catharinae 

 

A fração A64-A69 da coluna da fração insolúvel ao ser reunida, 

passou por um processo de recristalização utilizando etanol, gerando um 

precipitado amarelo denominado de Composto C-4 (50,2 mg). Este 

precipitado apresentou um ponto de fusão de 196,4-197,0
o
C e quando 

analisado em CCD apresentou uma mancha de coloração verde escuro ao ser 

revelado com FeCl3, indicando ser este um composto fenólico. 

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr revelou bandas em 

3365,8 e 3260,4 cm
-1

, correspondente ao grupamento OH e outra pequena 
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banda 2950,7 cm
-1

 correspondente a vibrações de ligações C-H. Em 1655,8 

cm
-1

 temos os estiramentos de carbonila C=O em 1605,6 cm-1, estiramento 

C=C de anel aromático em 1349,1 e em 1292,2 cm
-1

 os estiramentos das 

ligações C-O (Anexo 7). O espectro de infravermelho apresentou um perfil 

de absorção típico de glicosídeos de flavonóides. 

No espectro de RMN de 
1
H (Anexo 8) é possível observar a presença 

de um dupleto, na região mais blindada, em 0,94 ppm com constante de 

acoplamento de 6,3 Hz e integração para 3 hidrogênios, sinal este típico do 

grupo metílico de uma ramnose. Na região de 3,0-4,2 ppm verifica-se um 

conjunto de sinais de multipleto referentes a hidrogênios ligados a carbono 

oxigenado de açúcar. O dupleto centrado em 5,30 ppm, com Jeq-eq = 1,6 Hz é 

característico do hidrogênio anomérico H-1” da ramnose e, devido a 

constante de acoplamento estar entre 1-4 Hz trata-se da configuração α (se 

fosse β-ramnose a constante de acoplamento seria entre 6-8 Hz). Na região 

de hidrogênios aromáticos, verificam-se dois dupletos em 6,20 e 6,36 ppm 

meta correlacionados com constantes de acoplamento de 2,3 Hz e integração 

para um hidrogênio cada, referente aos hidrogênios ligados aos C8 e C6, 

respectivamente, do anel A de um flavonoide. Em 6,94 ppm observa-se um 

singleto com integração para dois hidrogênios, indicando ser dois 

hidrogênios iguais ligados a anel aromático, confirmando o anel B do 

flavonóide 3,4,5-trisubstituido. 

O espectro de RMN de 
13

C (Anexo 9) apresentou sinais típicos para 

aglicona do tipo flavonol. O sinal em 179,7 ppm é característico de uma 

carbonila α, β insaturada e os sinais em 136,3 e 159,4 ppm representam os 

carbonos olefínicos alfa e beta ao grupo carbonila, respectivamente. A 

presença de dois sinais em 165,9 e 163,2 sinalizam carbonos hidroxilados do 

anel A de uma flavona. Os picos em 146,8 (intensidade para dois carbonos) e 

137,8 ppm foram atribuídos aos carbonos hidroxilados do anel B do 

flavonóide 3,4,5-trisubstituido. O sinal em 103,6 ppm foi atribuído ao 

carbono 1" da ramnose. Os sinais em 72,0, 73,3 ,75,9 e 77,3 ppm foram 

atribuídos aos carbonos carbinólicos de uma ramnose e o sinal em 17,6 ppm 

ao carbono do grupo metílico da ramnose. 

As evidências experimentais e a comparação dos deslocamentos 

químicos dos experimentos de RMN de 
1
H e 

13
C com os dados da literatura 
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(CERUKS et al. 2007) permitiu propor a estrutura do Composto C-4 como 

sendo o flavonóide glicosilado miricetina-3-O-α-ramnopiranosídeo, 

conhecido como miricitrina (Figura 24) e muito frequente em espécies da 

família Myrtaceae. 

 

 

Figura 24. Miricitrina (miricetina-3-O-α-ramnopiranosídeo) [14] 

 

5.3.2. Fracionamento cromatográfico da fração acetato de etila 

 

Uma parte da fração acetato de etila (10,00 g) foi submetida à 

cromatografia em coluna de sílica gel (CC), utilizando como eluentes acetato 

de etila/etanol com gradientes de polaridade. Desta cromatografia foram 

obtidas 29 frações (D1-D29), sendo que as mesmas foram reunidas segundo 

seu perfil em cromatografia em camada delgada (CCD). A fração D8-D9 

apresentou duas manchas com Rf diferentes através da análise de CCD ( Rf = 

0,85; Rf = 0,68 – 100% AcOEt). Diante disso, realizou-se cromatografia em 

sílica gel flash utilizando Hex/AcOEt 20% como solvente isocrático, gerando 

63 frações (E1-E63). 

A fração E4-E6 ao ser reunida gerou um precipitado amarelo 

denominado de Composto C-5 (33,2 mg). Este precipitado apresentou um 

ponto de fusão > 300 
o
C e quando analisado em CCD apresentou uma 

mancha de coloração castanha ao ser revelado com FeCl3 sugerindo ser este 

um flavonóide. 
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Assim como para o Composto C-4, O espectro de infravermelho 

apresentou um perfil de absorção típico de flavonóides com bandas intensas 

em 3383,8 e 3269,1 cm
-1

, correspondente ao grupamento OH, pequena banda 

2949,9 cm
-1

 correspondente a vibrações de ligações C-H; outras bandas de 

alta intensidade em 1656,7 cm
-1

 e 1605,6 cm
-1

, indicando a presença de 

grupos C=O e ligações C-O, respectivamente (Anexo 10). 

No espectro de RMN de 
1
H (Anexo 11) foi possível observar a 

presença de apenas cinco sinais na região de hidrogênios aromáticos, com 

integração para um hidrogênio cada, indicando ser este um flavonóide 

simples, sem a substituição de um açúcar. A presença de dois dupletos 

centrados em 6,17 (J = 2,1 Hz) e 6,38 ppm (J = 2,1 Hz) sinalizam o 

acoplamento meta dos dois hidrogênios H-8 e H-6, respectivamente, do anel 

A dos flavonoides. Verifica-se ainda um dupleto em 6,87 ppm (J = 8,7 Hz) 

indicando acoplamento orto de H-5´ com H-6´; outro dupleto em 7,72 ppm (J 

= 2,2) referente a H-2´acoplando em meta com H-6´ e um duplo dupleto em 

7,63 ppm com constantes de acoplamento 8,7 Hz e 2,2 Hz , indicando a 

presença de hidrogênios orto e meta correlacionados a H-6´ do anel B dos 

flavonoides. Os espectros de infravermelho e RMN de 
1
H são suficientes 

para a identificação do composto em questão. O Composto C-5 foi 

identificado como quercetina (Figura 25) e suas constantes físicas e seus 

dados espectroscópicos experimentais estão de acordo com a literatura 

(DONIA et al. 2011). 

Quercetina é bastante encontrada na família Myrtaceae, especialmente 

no gênero Eugenia (TIMBOLA et al., 2002; HUSSEIN et al., 2003; 

SIMIRGIOTIS et al., 2008). Quercetina é um flavonoide com muitas 

propriedades farmacológicas descritas na literatura, tais como antioxidante, 

anti-inflamatória, anticarcinogênica, antiviral, cardiovascular, entre outras 

atividades (BEHLING et al., 2008). 
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Figura 25. Quercetina (3,5,7,3’- 4’- pentahidroxi flavona) [17] 

 

A fração E11-E48 ao ser reunida gerou um precipitado branco 

denominado de Composto C-6 (8,10 mg). Este precipitado apresentou um 

ponto de fusão 255,2-256,2 
o
C e quando analisado em CCD apresentou uma 

mancha de coloração castanha ao ser revelado com anisaldeído sulfúrico. O 

espectro de infravermelho (Anexo 12) em pastilha de KBr destaca uma larga 

absorção na região de 3468,9 cm
-1

 , referente aos estiramentos de ligação O-

H, que juntamente com a banda em 1714,7 cm
-1

 para a C=O de ácido, 

sinalizam a presença de um ácido carboxílico. Por outro lado a intensa 

absorção em 2900 cm
-1

 para estiramentos de ligações C-H e comparando sua 

intensidade com a banda de C=O, mostra ser uma composto contendo uma 

cadeia hidrocarbonada muito grande. 

Os espectros de RMN apresentaram sinais característicos dos 

esqueletos triterpênicos da série ursano. No espectro de RMN de 
1
H (Anexo 

13), foi observado um singleto largo em 5,64 ppm, com integração para um 

hidrogênio, correspondente ao hidrogênio da ligação dupla endocíclica 

trissubstituída na posição C-12 do esqueleto ursano. Em 4,48 ppm observa-se 

um singleto largo referente ao hidrogênio carbinólico da posição C-3 

confirmando a estrutura triterpênica e não esteroidal. O singleto largo em 

3,07 ppm foi atribuído ao H-18 e o seu deslocamento químico para campo 

mais baixo pode ser justificado pelos efeitos de desproteção anisotrópica 

conferido pela presença de uma carbonila de ácido carboxílico em C-17 e 

pela ligação dupla nos carbonos C-12 e C-13. Os dois dupletos, um em 4,12 

ppm e outro 3,86 ppm, ambos com constante de acoplamento de 10,8 Hz 

(acoplamento geminal), indicam a presença de um metileno carbinólico. Por 
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fim, o grupo de sinais de hidrogênios na região de campo alto sinalizam a 

presença de hidrogênios metílicos e metilênicos, característico de estruturas 

triterpênica. 

O espectro de RMN de 
13

C (Anexo 14) mostrou a presença de 30 

sinais, confirmando a estrutura triterpênica. O sinal em 181,2 ppm 

corresponde a carbonila de ácido. Foi observado também, os sinais 140,4 e 

128,5 ppm que correspondem aos carbonos da dupla ligação endocíclica em 

C-12 e C-13 respectivamente, sustentando a estrutura de um esqueleto urs-

12-eno de triterpenos. Observa-se ainda a presença de um sinal em 73,1 ppm 

referente a um carbono carbinólico terciário. Em 70,4 ppm e 66,2 ppm 

observam-se carbonos hidroximetínico e hidroximetilênico, respectivamente. 

O sinal 55,1 ppm é atribuído ao C18, um carbono terciário na posição alílica. 

O espectro de DEPT135 (Anexo 15) permitiu explorar os sinais 

referentes a carbonos primários, secundários e terciários, ajudando a 

desvendar a posição das três hidroxilas presentes na estrutura. Com essas 

informações observa-se a presença de uma função álcool secundário (70,4 

ppm) atribuído ao C-3, já conhecido, proveniente da rota biossintética de 

triterpenos; um álcool primário (66,2 ppm) e um álcool terciário pela 

ausência do sinal de carbono no DEPT, porém observado no espectro de 

RMN de 
13

C na região de carbonos ligados a hidroxilas. Na tabela 6 são 

apresentados os dados obtidos dos espectros de RMN de 
1
H e de 

13
C, DEPT 

assim como os dados referentes às correlações 2D destes espectros (COSY, 

HMQC). 

O Composto C-6 foi sujeito à análise de espectro ESI-EM e 

apresentou o pico do íon quasi molecular [M-H]
-
 em m/z 487 (Anexo 16), o 

que permitiu sugerir a fórmula molecular C30H48O5 e uma massa molecular 

de 488 u.m.a. Através das análises espectrométricas uni e bi-dimensional, 

ponto de fusão da literatura e comparações com espectros da literatura 

(AMIMOTO et al. 1993), foi possível propor a estrutura para o Composto C-

6 como sendo ácido 3β,19α,23-trihidroxi-urs-12-en-28-oico, Ácido rotúndico 

(Figura 26). 
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Tabela 6. Dados espectrais de RMN uni e bidimensionais do Composto C-6. 

C 
C

* 

ppm

C 

ppm

1
H-

13
C 

HMQC-
1
JCH 

DEPT135 
1
H-

1
H 

COSY 

1 39,0 38,99 1,89 CH2  

2 27,8 26,87 2,15 CH2 4,46 

3 73,7 70,43 4,46 CH 2,15 

4 43,0 44,41 - C - 

5 48,4 50,64 1,96  CH  

6 18,9 19,66 1,74 CH2 1,35 

7 33,4 34,36 1,35 CH2 1,74 

8 40,5 41,06 - C - 

9 47,9 48,28 2,15 CH 5,64 

10 37,3 37,97 - C - 

11 24,2 24,72 1,73 CH2 5,64 

12 128,2 128,56 5,64 CH 
2,15 

1,73 

13 140,1 140,42 - C - 

14 42,5 42,59 - C - 

15 29,5 29,74 2,35 (td; 4,57; 13,05; 14,27) CH2 3,15 

16 26,5 27,43 3,15 (dt; 4,15; 13,29; 14,76) CH2 - 

17 48,8 48,78 - C - 

18 54,7 55,10 3,07 CH  

19 72,8 73,15 - C - 

20 42,3 42,86 1,50 (d; 6,30) CH 1,13 

21 27,1 26,97 2,06 CH2  

22 37,6 34,51 2,10 CH2 2,06 

23 68,1 66,16 
3,86 (d; 10,80) 

4,12 (d; 10,80) 
CH2 

3,86 

4,12 

24 13,2 24,12 1,65 CH3 - 

25 16,1 16,45 1,01 CH3 - 

26 17,4 17,63 1,15 CH3 - 

27 24,8 25,07 1,68 CH3 - 

28 180,8 181,19 - C  

29 27,3 27,56 1,44 CH3 - 

30 16,9 17,29 1,13 (d; 6,64) CH3 1,50 

* AMIMOTO et al. 1993 

 

De acordo com o HMQC, espectro que relaciona hidrogênio 

diretamente ligado a carbono (J
1
), pôde-se atribuir os hidrogênios metílicos 

(1,01-16,4; 1,13-17,3; 1,15-17,6; 1,65-24,1; 1,68-25,1; 1,44-27,5) ppm, 
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confirmando a presença de apenas 6 metilas, como foi observado no espectro 

de DEPT. O hidrogênio em 3,07 ppm está ligado ao C-18 (55,1 ppm). Pode-

se observar a presença de hidrogênios diastereostópicos, em 3,86 e 4,12 ppm 

que se relacionam com o carbono primário de deslocamento 66,2 ppm, esse 

comportamento que diferencia hidrogênios ligados ao mesmo carbono pode 

ocorrer devido esses hidrogênios estarem em ambientes químicos diferentes, 

como por exemplo, um com proximidade a uma hidroxila. Observa-se um 

sinal em 4,48 ppm que se relaciona  com o C-3 (70,4 ppm), um carbono 

terciário ligado a uma hidroxila. O C-3, por sua vez, apresenta um 

deslocamento em campo mais baixo do que os comumente encontrados em 

triterpenos, sustentando a ideia que há uma hidroxila próxima a este carbono. 

Esta hidroxila próxima pode estar ligada ao C-23 ou C-24, no entanto sabe-se 

que quando a hidroxila está ligada ao C-23, o sinal do C-3 aparece em campo 

mais baixo. 

O espectro de COSY, que defini os acoplamentos entre os hidrogênios 

vizinhos (J
3
), ajudou a elucidar a estereoquímica da estrutura. Primeiramente, 

estabeleceram-se os hidrogênios que estavam perto de hidrogênios 

conhecidos ligados aos C-3, C-5, C-12, C-18, C-23. A partir destes, foi 

possível verificar as metilas que acoplavam na vizinhança e, em seguida, os 

CH2 que estavam próximos às metilas. 

O espectro de HMBC que descreve os acoplamentos a longa distância 

com J
2
 ou maior, auxiliou a explanar a proximidade de carbonos e 

hidrogênios vizinhos. Observa-se que os sinais das metilas 17,3 ppm e 27,6 

ppm e o sinal do carbono carbinólico 73,1 ppm estão próximos participando 

de um mesmo núcleo confirmando que estes sinais se referem, 

respectivamente, aos carbonos C-30, C-29 e C-19. O hidrogênio H- 29 

acopla com o C-18, C19 e C-20. Outro grupo de sinais é observado nas 

proximidades do C-3, C-23 e C-24, onde estão duas hidroxilas. O C-3 (70,4 

ppm) acopla com os hidrogênios da metila em C-24 (1,65 ppm) e apenas um 

dos hidrogênios (3,86 ppm) do carbono primário ligado à hidroxila em C-23. 

O sinal de H-18 é outro sinal importante que permitiu observar acoplamentos 

com C-12, C-13, C-14, C-17 e C-28. Vide Figura 26. 
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Figura 26. Ácido Rotúndico (Correlação HMBC) 

 

O Ácido rotúndico já foi isolado em espécies de diferentes famílias 

como Rubiaceae (Mussaenda pubescens, Guettarda platypoda e Nauclea 

officinalis) (ZHAO et al., 1997; BHATTACHARYYA & ALMEIDA, 1985), 

Aquifoliaceae (Ilex rotunda) (OYAMA et al., 1968), Oleaceae (Olea 

europaea) (SAIMARU et al., 2007) e Sapotaceae (Planchonella duclitan) 

(LEE et al., 2005); no entanto, é a primeira vez que este composto é isolado 

de uma espécie da família Myrtaceae. Apesar de ter sido isolado pela 

primeira vez em 1968, são poucos os estudos biológicos realizados com o 

ácido rotúndico (OYAMA et al., 1968). Até o momento há relatos sobre 

atividade antitumoral (LEE et al., 2005), hipotensora (LIU, 2010) e de 

prevenção a doenças cardiovasculares (ZHAO et al., 2010; ZHAO et al., 

2011). Portanto, um estudo biológico com este composto é importante. 

A fração D12, da fração acetato de etila, ao ser recristalizada em CCl3 

gerou um sólido castanho denominado de Composto C-7 (33,2 mg). Este 

precipitado apresentou um ponto de fusão 182,3 - 183,2 °C e, quando 

analisado em CCD, apresentou uma mancha de coloração laranja ao ser 

revelado com anisaldeído sulfúrico. O espectro na região do infravermelho 

IV em pastilha de KBr (Anexo 17) mostra uma banda intensa em 3431,0 cm
-1

 

referente ao estiramento O-H, uma banda com absorção em 1622,0 cm
-1

 

relativo à vibração C=C aromático e absorção de menor intensidade em 
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1143,0 cm
-1

 correspondentes a vibração das ligações C-O. O espectro é 

característico de estruturas flavonoídicas, no entanto a ausência de uma 

banda de absorção para carbonila sugere a presença de um flavan-3-ol. 

Na análise do espectro de RMN 
1
H (Anexo 18) observam-se quatro 

sinais na região de hidrogênios alifáticos. É possível observar dois duplos 

dupletes com integração para um hidrogênio cada, centrados em 2,69 (J = 16 

e 8,2 Hz) e 2,41 ppm (J = 16 e 5,4 Hz), característicos de um grupo 

metilênico situado entre um anel aromático e um carbono oximetínico. Estes 

sinais mostram claramente o acoplamento geminal entre os hidrogênios H-4 

(pseudo equatorial e pseudo axial com constante de acoplamento de 16 Hz) e 

os acoplamentos vicinais com H-3 pseudo axial, com constantes de 

acoplamento de 8,2 Hz (para acoplamento H-4ax e H-3ax) e de 5,4 Hz (para 

acoplamento H-4eq e H-3ax). O H-2 é observado em 4,46 ppm na forma de 

um duplete (J = 8,0 Hz), mostrando o acoplamento pseudo axial-pseudo axial 

com H-3. O hidrogênio H-3 no espectro de RMN 
1
H da catequina é 

observado em 3,88 ppm na forma de um multiplete. Na região de hidrogênios 

aromáticos, observaram-se três sinais que caracterizam um sistema de 

acoplamento AMX em 6,73 ppm (d, J = 1,8 Hz, 1H), 6,68 (dd, J = 7,9 e 1,8 

Hz, 1H) e 6,66 ppm (d, J = 7,9 Hz, 1H),atribuídos aos H-2’, H-5’ e H-6’, do 

anel B, respectivamente, bem como dois dupletes meta relacionados (J = 2,3 

Hz, 1H cada) em 5,83 e 5,75 ppm, atribuídos aos hidrogênios 6 e 8 do anel A 

de catequinas. A diferença entre catequina e epicatequina é sutil, reside na 

posição da hidroxila do C3 (epímeros). Na catequina o grupo –OH do anel C 

é trans em relação ao grupo fenil, fazendo com que o H-3 faça um 

acoplamento axial-axial com H-2 (J ≅ 8 Hz). Na epicatequina o grupo -OH 

do anel C é cis em relação ao grupo fenil, fazendo com que H-3 faça um 

acoplamento axial-equatorial com o H-2 (J ≅ 5 Hz). 

O espectro de RMN de 
13

C mostra a presença de 15 carbonos o e o 

não aparecimento do pico de carbonila confirma a classe flavan-3-ol (Anexo 

19). Os deslocamentos químicos 82,8; 68,8 e 28,4 ppm podem ser atribuídos 

os C2, C3 e C4, respectivamente, atentando para os sutis deslocamentos da 

catequina e não da epicatequina. 

As evidências observadas nos espectros de IV, RMN 
1
H e RMN 

13
C a 

comparação com a literatura (GOETZ, et al 1999) indicam que o Composto 
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C-7 é o flavonóide catequina (Figura 27). Além disso, foi realizada análise 

de CCD com uma amostra autêntica que confirmou o mesmo perfil 

cromatográfico (Rf = 0,32:Hex/AcOEt - 20:80, revelador: anisaldeído 

sulfúrico). Catequinas são bastante encontradas na família Myrtaceae e no 

gênero Eugenia e Psidium e apresentam uma série de atividades biológicas, 

como antioxidante, quimioprotetora, antiinflamatória e anticarcinogênica 

(SCHMITZ et al., 2005). 

 

 

Figura 27. (+)-Catequina 

 

5.4. Fracionamento cromatográfico de Psidium cattleyanum 

 

A espécie P. cattleyanum já havia sido estudada anteriormente 

fornecendo, a partir da fração insolúvel, os esteróis, β-sitosterol e β-

sitosterol-3-O-β-D-glicopiranosídeo; e uma mistura de triterpenos ácidos, 

ácido oleanólico e ácido ursólico. Da fração acetato de etila, foi possível 

obter somente a (+)-catequina uma vez que se trabalhou apenas com 1 g da 

fração (MORESCO et al., 2012b). 

Um novo estudo foi iniciado com a fração acetato de etila utilizando 

uma quantidade maior de amostra e sistema de solventes diferentes com o 

objetivo de encontrar novos compostos no extrato. Portanto, 3,80 g da fração 

foi submetida à cromatografia em coluna de sílica gel utilizando o sistema de 

eluentes CH2Cl2/MeOH em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 18 

frações que foram submetidas à análise de CCD e reunidas por semelhança. 

400 mg da fração 7-8 foi submetida a coluna de sílica flash utilizando o 

sistema de solvente isocrático AcOEt 85%/hexano 14%/HCOOH 1%). 
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Obteve-se 21 frações sendo que somente a fração 7-10, após recristalização 

em metanol, apresentou-se na forma de um precipitado de cor amarela que 

foi denominado de Composto C-8 (58,0 mg). Este precipitado apresentou um 

ponto de fusão 312,3 - 314,5 °C e, quando analisado em CCD, apresentou 

uma mancha de coloração castanha ao ser revelado com FeCl3. O Composto 

C-8 apresentou as mesmas evidências espectroscópicas que o Composto C-5 

isolado da espécie E. catharinae com a diferença da presença de uma 

unidade de açúcar evidenciada no espectro de RMN de 
1
H (Anexo 20). Essa 

unidade de açúcar foi identificada como sendo uma ramnose pelo sinal de 

dupleto na região de campo baixo em 0,94 ppm com integração para três 

hidrogênios. A presença do dupleto centrado em 5,35 ppm, com Jeq-eq = 1,6 

Hz indica que o hidrogênio anomérico H-1” da ramnose está em 

configuração α. A análise conjunta dos espectros de IV, RMN 
1
H e 

13
C deste 

composto permitiu identificar o Composto C-8 como sendo quercetina-3-O-

α-L-ramnopiranosídeo, conhecido como quercitrina (Figura 28). Este 

composto foi, recentemente, encontrado juntamente com outros seis 

flavonoides na mesma espécie cultivada na Polinésia Francesa (HO et al., 

2012). 

 

 

Figura 28. Quercitrina (quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosídeo) [18] 
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5.6. Fracionamento cromatográfico de Myrcia splendens e Myrcia 

palustris 

 

As frações mais polares (acetato de etila e butanol) foram escolhidas 

para o estudo fitoquímico por serem as frações que concentram as maiores 

quantidades de compostos fenólicos, afirmação essa que se confirma nos 

estudos de atividade antioxidante descritos no item 5.7.2. 

 

5.6.1. Fracionamento cromatográfico das frações acetato de etila 

de M. splendens e M. palustris 

 

O perfil cromatográfico das frações acetato de etila e butanol das duas 

espécies, relatado anteriormente no item 5.2, mostrou a presença de 

miricitrina, como composto majoritário, em todas as frações. Este composto 

foi obtido em todas as frações em concentrações diferentes como relatados a 

seguir. 

Uma parte da fração acetato de etila de M. splendens (10,00 g) foi 

submetida à cromatografia em coluna de sílica gel (CC), utilizando como 

eluentes acetato de etila/etanol com gradientes de polaridade. Desta 

cromatografia foram obtidas 30 frações, sendo que as mesmas foram 

reunidas segundo seu perfil em cromatografia em camada delgada (CCD). As 

frações reunidas de 7-8, após sucessivas recristalizações em metanol, 

renderam um sólido amarelo escuro (201,6 mg). Este precipitado apresentou 

um ponto de fusão de 195,3-196,5 
o
C valor este bem próximo ao Composto 

C-4 obtido da espécie E. catharinae. A comparação do perfil em CCD (Rf 

0,69, CHCl3/MeOH 70%), bem como a comparação dos espectros de IV, 

RMN 
1
H e RMN 

13
C, indicam que o composto em questão é o Composto C-

4, miricitrina, obtido anteriormente na espécie E. catharinae. 

O mesmo composto foi obtido da fração acetato de etila de M. 

palustris, durante o processo de partição líquido-líquido, sob a forma de um 

precipitado. Obteve-se 166,0 mg do Composto C-4 de 30,3 g da fração 

acetato de etila, o que corresponde a cerca de 5% desta fração. 
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5.6.2. Fracionamento cromatográfico da fração butanol de M. 

palustris  

 

O fracionamento cromatográfico da fração butanol de M. palustris em 

sílica gel (7,5 g), utilizando como eluente acetato de etila/etanol em gradiente 

de polaridade, rendeu 25 frações. A fração 2 (100% AcOEt) apresentou um 

precipitado amarelo-alaranjado (19,2 mg) que degradou-se próximo a 300ºC. 

A fração apresentou um perfil espectroscópico bastante semelhante ao 

Composto C-5 (quercetina) com a diferença de apenas um sinal evidenciado 

no espectro de RMN de 
1
H (Anexo 21). Em 7,22 ppm aparece um sinal de 

silgleto largo. Também é possível observar que os sinais referentes a H-2´ (d, 

7,60 ppm; J = 2,1 Hz), H-5´(d, 6,76 ppm; J = 8,5 Hz) e H-6´ (dd, 7,50; J = 

2,15 e 8,5 Hz) da quercetina são menos intensos que os demais sinais. Estas 

observações indicam que a fração 2 é uma mistura (M-2) de dois flavonoides 

com estruturas bastante parecidas, sendo um a quercetina (Composto C-5) e 

outro a miricetina (Composto C-9). O sinal em 7,22 ppm é referente aos 

hidrogênios H-2´e H-6´ do flavonóide miricetina (Figura 29). 

 

 

Figura 29. Miricetina (3,5,7,3´,4´,5´- hexahidroxiflavona) [13] 

 

A análise de integração dos sinais de hidrogênio (Figura 30) H-6 e H-

8 (sinal em comum) com H-5´ (somente quercetina), indicam uma proporção 

de aproximadamente 65% miricetina e 35% quercetina. 
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Figura 30. Ampliação do espectro de RMN de 1H (CD3OD) da fração 2 de M. splendens 

 

A fração 7 (37,3 mg) foi obtido na forma de um precipitado amarelo 

escuro com ponto de fusão de 197,1-197,5 
o
C. O sólido em questão 

apresentou as mesmas evidências espectroscópicas que o Composto C-4, 

miricitrina (Figura 24), isolado da fração acetato de etila. Além disso, a 

identidade deste flavonóide foi confirmada pela análise de CCD da amostra 

em comparação com padrão, onde a miricitrina apresentou um Rf = 0,69 

(MeOH/CHCl3 70%). 

 

5.7. Perfis das frações acetato de etila de M. palustris, E. catharinae e 

P. cattleyanum pelo método HPLC-SPE-ttNMR acoplado a 

ensaios de alta resolução 

 

A nova metodologia HPLC-SPE-ttNMR (Figura 31) permite o 

desenvolvimento de bioensaios acoplados para a identificação rápida e 

eficiente de compostos ativos. A família Myrtaceae é bastante diversificada, 

apresentando diversas atividades biológicas e potencial interesse econômico 

para o Brasil. Neste trabalho, utilizaram-se os ensaios para verificação de 

compostos antioxidantes e inibidores da α-glicosidase. No início da pesquisa, 

pretendia-se estudar todas as espécies, no entanto, no decorrer das análises 

não foi possível obter um bom perfil de separação para espécie M. splendens. 
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O estudo das espécies Myrcia palustris Eugenia catharinae e Psidium 

cattleyanum é descrito a seguir. 

 

 

Figura 31. Esquema de separação e identificação dos constituintes ativos de espécies da família 

Myrtaceae utilizando a plataforma HPLC-SPE-ttNMR (HPLC- extração em fase sólida- RMN, 

em modo "tube transfer", tranferência direta par tubo de RMN) 

 

O acoplamento dos ensaios de microplaca ao sistema HPLC SPE-

ttNMR (Figura 31) pode ser dividido em três passos: (i) desenvolvimento de 

uma separação cromatográfica eficiente, incluindo o tempo de fracionamento 

baseado em microplacas de 96 poços, (ii) avaliação dos compostos 

antioxidantes e inibidores da α-glicosidase através da análise dos 

cromatogramas/biocromatogramas (iii) realização dos experimentos de 

HPLC-SPE-ttNMR focando principalmente nos compostos que apresentarem 

atividade antioxidante e de inibição da enzima da α-glicosidase. 

A programação de separação do HPLC foi de 60 min. No entanto, em 

todas as espécies, os picos concentraram-se numa faixa de aproximadamente 

45 min, faixa esta selecionada para a coleta das frações em placa de 96 poços 

para os dois ensaios. A diminuição da faixa de coleta de 60 min para 45 min 

acarretou em uma melhora de resolução de todos os biocromatogramas. A 

utilização de 3 microplacas nos ensaios de atividade antioxidante, também, 

resultou em um aumento significativo na resolução dos biocromatogramas. 

Os três cromatogramas das três espécies testadas foram combinados 

com os seus respectivos biocromatogramas conforme mostrado nas figuras 
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32-34. A análise foi realizada em três comprimentos de ondas (λ = 254, 280 e 

360 nm), no entanto, o λ = 254 nm foi selecionado na combinação aos 

biocromatogramas, haja vista que este comprimento de onda detecta todos os 

compostos presentes na matriz. 

 

 

Figura 32. Biocromatogramas da espécie E. catharinae. Detecção por UV a 254 nm (azul), 

atividade antioxidante (rosa), atividade de inibição da α-glicosidase (amarelo) 

 

 

Figura 33. Biocromatogramas da espécie M. palustris. Detecção por UV a 254 nm (azul), 

atividade antioxidante (rosa), atividade de inibição da α-glicosidase (amarelo) 

HPLC 254 nm, E.
catharinae

ABTS 6 min

alpha-glucosidade

HPLC 254 nm, M. palustris

ABTS 6 min

alpha-glucosidase
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Figura 34. Biocromatogramas da espécie P. cattleyanum. Detecção por UV a 254 nm (azul), 

atividade antioxidante (rosa), atividade de inibição da α-glicosidase (amarelo) 

 

A atividade enzimática de cada fração é descrita como a percentagem 

de atividade em comparação ao controle. Compostos com atividade inibitória 

da α-glicosidase podem, portanto, ser correlacionados com o pico 

correspondente no cromatograma. O mesmo vale para atividade antioxidante 

utilizando o radical ABTS•
+
. 

Em relação à atividade antioxidante, pode-se observar que 

praticamente todos os compostos de todas as espécies apresentaram alguma 

atividade em graus diferentes. Isso corrobora com estudos prévios realizados 

com os extratos de espécies do gênero Eugenia, Myrcia e Psidium, onde foi 

possível observar elevada atividade antioxidante para algumas espécies 

(MAGINA et al.,2010; SALVADOR et al., 2011; THAIPONG et al., 2005). 

Em relação à atividade de inibição da α-glicosidase foi possível 

observar resultados interessantes, como é o caso da espécie E. catharinae 

(Figura 32) que apresentou um pico em aproximadamente 17 min com 

atividade, sendo este em baixa concentração (observados em três λ 

diferentes, 254, 280 e 360 nm) comparado aos demais picos. Para alguns 

HPLC 254 nm, P.
cattleyanum

ABTS 6 min

alpha-glucosidase
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constituintes presentes em concentração elevada (22 -25 min) não se 

observou qualquer atividade. Isso indica que esta espécie pode conter 

compostos minoritários com elevada atividade de inibição da α-glicosidase. 

O mesmo se observa para espécie M. palustris (Figura 33). O composto em 

maior concentração não apresentou qualquer atividade; em contraste os dois 

picos em aproximadamente 27 min apresentaram atividade significativa, 

mesmo em menor concentração. No caso da espécie P. cattleyanum, a 

atividade concentrou-se numa faixa que vai de 9 – 21 min, o que também se 

observa na atividade antioxidante, indicando que os mesmos compostos 

responsáveis pela atividade antioxidante também podem ser responsáveis 

pela atividade de inibição da α-glicosidase. 

Baseadas nas informações obtidas dos biocromatogramas, foi possível 

iniciar os experimentos de HPLC-SPE-ttNMR. A primeira espécie escolhida 

foi a espécie M. palustris. O cromatograma encontra-se na Figura 35. O que 

se observa, em primeiro momento, é uma melhor resolução comparada ao 

perfil cromatográfico realizado na seção 5.2, Figura 10. O cromatograma 

apresentou uma melhor separação, bem como uma quantidade maior de 

picos. A informação obtida nos biocromatogramas foi usada para a decisão 

de aprisionamento dos picos, nos cartuchos de SPE, com base da diferença 

de absorbância de UV - método threshold. Foram selecionados 7 picos para o 

aprisionamento nos cartuchos de SPE (Figura 35). Os picos 1, 2, 3, 4 e 5 

foram identificados por comparação com dados de RMN da literatura como 

sendo: ácido 4-hidroxicinâmico, miricetrina, quercetina, miricetina, 

quercitrina, respectivamente (Figura 36). Os compostos 6 e 7 não tiveram 

suas estruturas elucidadas por apresentarem impureza. Esta impureza foi 

devido a mistura dos compostos durante a programação de coleta nos 

cartuchos de SPE. Observações nos dados de RMN 
1
H permitem inferir que 

os compostos tratam-se de dois flavonóides monoglicosilados. 

 



110 

 

Figura 35. Cromatograma da espécie M. palustris a 254 nm 

 

 

Figura 36. Estruturas dos compostos identificados na fração acetato de etila de M. palustris pelo 

método HPLC-SPE-ttNMR 

 

Através dos métodos tradicionais de cromatografia descritos na seção 

5.5.1 foi possível identificar apenas um composto da fração acetato de etila 

de M. palustris, a miricitrina. No entanto, o método HPLC-SPE-RMN 



111 

permitiu a identificação de cinco compostos presentes na matriz. Esta nova 

metodologia é capaz de solucionar os principais problemas enfrentados nos 

laboratórios de produtos naturais, uma vez que permite analisar de forma 

rápida e precisa os compostos ativos nas mais complexas matrizes vegetais. 

Os picos 4 e 5, miricetina e quercitrina, são os dois principais 

constituintes que apresentaram atividade de inibição da α-glicosidase de 

acordo com o biocromatograma representado na Figura 33. A atividade 

destes dois compostos já foi descrita em trabalhos anteriores (TADERA et 

al., 2006; ROY et al., 2013). 

Problemas no aparelho de HPLC-SPE-ttNMR durante o estágio 

sanduiche impossibilitaram a finalização completa das análises de RMN das 

demais amostras. Este problema foi resolvido e o projeto será finalizado em 

colaboração com a Universidade de Copenhagen. 

 

5.8. Estudo Biológico 

 

5.8.1. Atividade tóxica frente a larvas de Artemia salina Leach 

 

Artemia salina Leach, que é um microcrustáceo de água salgada 

comumente utilizado como alimento para peixes. A simplicidade com que 

pode ser manuseado, a rapidez e o baixo custo do bioensaio usando A. salina 

favorece a sua utilização rotineira em diversos estudos, além do que, tais 

ensaios são muito utilizados em análises preliminares de toxicidade geral 

(McLAUGHLIN, 1991). 

Desta forma, A. salina tem sido usada como um organismo alvo para 

detectar compostos bioativos em extratos de plantas (ALVES et al. 2000). 

Além disso, a toxicidade para este crustáceo tem demonstrado uma boa 

correlação com a atividade citotóxica contra tumores humanos 

(MCLAUGHLIN et al. 1991) e contra o Trypanosoma cruzi (ALVES et al. 

2000; ZANI et al. 1995), protozoário causador da doença de Chagas. Este 

microrganismo também tem sido muito utilizado em testes de ecotoxicidade 

(NUNES et al., 2006). Em geral, extratos de plantas e derivados com alta 

toxicidade contra A. salina sugerem alto potencial para atividades biológicas, 

sendo, portanto, muito útil a utilização deste bioensaio, no direcionamento de 
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estudos fitoquímicos. São considerados ativos através deste teste, os extratos 

ou frações de plantas que apresentam valores da DL50 de até 1000 μg mL
-1

e 

para compostos isolados, DL50 de até 100 μg mL
-1

(MEYER et al., 1982). 

A tabela 7 apresenta os resultados do ensaio de letalidade utilizando 

larvas de A. salina para todos os extratos e frações testadas de Myrcia 

palustris, Myrcia splendens e Eugenia catharinae. Psidium cattleyanum foi 

estudada anteriormente (MORESCO, 2010) mas seus dados foram tabelados 

a título de comparação. 

De acordo com a tabela 7, pode-se observar que todos os extratos e 

frações de M. splendens e M. palustris apresentaram valores de DL50 

menores que 1000 μg mL
-1

. O valor médio de DL50 de 582,3 μg mL
-1

 indica 

que todas as frações podem ser candidatas promissoras a estudos 

fitoquímicos direcionados na busca de atividades biológicas. Também pode-

se concluir que as melhores atividades tóxica concentraram-se nas frações 

hexano (FH) das duas espécies com valores de DL50 de 279,2 μg mL
-1

 para 

M. splendens e 346,7 μg mL
-1

 para M. palustris. Frações menos polares, 

como a fração hexano, apresentam, normalmente, compostos da classe dos 

terpenos, principalmente os sesquiterpenos, triterpenos e esteróis (DE 

PASCUAL TERESA et al., 1985; HA et al. 2009; CÁCERES-CASTILLO et 

al., 2008) e estes apresentam elevada atividade tóxica frente a A. salina 

como, por exemplo, o esteróide β-sitosterol que apresenta uma DL50 de 79 μg 

mL
-1

 (ADOUM, 2009) e também triterpenos ácidos como o ácido oleanólico 

e ácido ursólico que apresentam valores de DL50 de 85 μg mL
-1

 e 27 μg mL
-1

, 

respectivamente (MOREIRA et. al, 2003; LEE et al., 2002). Estes valores 

são próximos até mesmo do controle positivo aqui avaliado, dicromato de 

potássio com DL50 = 20-40 μg mL
-1

. 
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Tabela 7. Atividade tóxica frente a larvas de Artemia salina aplicado aos extratos brutos e frações das espécies M. splendens, M. palustris, E. 

catharinae, P. cattleyanum. 

Extrato/Fração 
DL50, μg mL

-1
 

M. splendens M. palustris E. catharinae P. cattleyanum* 

Extrato Bruto 

(EBH) 

597,0 

(489,8-724,4) 

645,6 

(566,3-736,1) 

575,4 

(436,5-758,6) 

741,3 

(736,2-823,4) 

Fração Insolúvel 

(FIn) 

512,8 

(407,4-645,6) 

691,8 

(597,6-800,9) 

588,8 

(454,2-763,5) 

660,7 

(598,3-712,5) 

Fração Hexano 

(FH) 

279,2 

(220,3-354,0) 

346,7 

(263,9-455,4) 

162,2 

(126,10-208,6) 

776,2 

(692,4-800,2) 

Fração Acetato 

de Etila (FAe) 

554,6 

(437,5-703,1) 

691,8 

(587,9-814,2) 
>1000 

794,3 

(706,2-822,7) 

Fração Butanol 

(FB) 

833,7 

(714,5-972,7) 

676,1 

(562,7-812,2) 
>1000 

831,8 

(747,3-914,9) 

Fração Aquosa 

(FAq) 

653,1 

(553,3-770,9) 

514,9 

(514,9-774,9) 
>1000 >1000 

*MORESCO, 2010. 
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A espécie E. catharinae apresentou atividade tóxica apenas no extrato 

bruto e frações insolúvel e hexano. No entanto, a fração hexano foi a mais 

ativa de todas as frações testadas, apresentando um valor de DL50 de 162,2 

μg mL
-1

. Este valor é bastante relevante, se comparado ao controle positivo 

(dicromato de potássio, DL50 = 20-40 μg mL
-1

), uma vez que se trata de uma 

fração e não um composto isolado. Algumas espécies deste gênero também 

apresentaram atividade tóxica contra Artemia salina. O extrato bruto de E. 

uniflora, por exemplo, apresentou um valor de DL50 de 288,5 μg mL
-1

 

(ARCANJO et al., 2012) enquanto que o extrato bruto de E. obtusifolia 

apresentou uma DL50 de 47,0 μg mL
-1

 (BUSSMANN et al., 2011), valor este 

bem próximo ao controle positivo. 

Com já relatado anteriormente (MORESCO, 2010), com exceção da 

fração aquosa (FAq), o extrato bruto e todas as frações de P. cattleyanum 

foram ativos contra A. salina, com destaque para a fração insolúvel (FIn). 

Essa atividade pode estar relacionada a composição desta fração, rica em 

compostos triterpênicos e esteróides (MORESCO et al, 2012a). Comparado 

com as demais espécies, P. cattleyanum não apresentou atividade 

significativa. 

Considerando-se que este ensaio pode apresentar correlação com 

várias atividades biológicas, tais como atividade citotóxica in vitro, atividade 

larvicida e inseticida (McLAUGHLIN, 1991), seria interessante a 

continuação do estudo das potenciais atividades destas espécies vegetais, 

principalmente as frações menos polares que foram mais ativas, identificando 

os compostos responsáveis pela atividade encontrada. 

 

5.8.2. Determinação do conteúdo de Fenólicos e Flavonóides e 

Ensaios Antioxidantes 

 

A investigação do potencial antioxidante de extratos vegetais se 

mostra importante, uma vez que a ingestão de antioxidantes naturais, como 

os compostos fenólicos presentes na maioria das plantas, inibem a formação 

de radicais livres provenientes de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. 

As espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio têm sido associadas à 
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incidência de doenças relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE, 

2002).  

Os radicais livres são átomos ou moléculas que apresentam um ou 

mais elétrons não-pareados (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010). Eles 

podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na membrana e, o seu 

alvo celular, tais como proteínas, lipídeos, carboidratos e o DNA, está 

relacionado com o seu sítio de formação (ANDERSON, 1996; YU & 

ANDERSON, 1997). Entre as principais formas reativas de oxigênio o 

radical superóxido (O2
-
) apresenta uma baixa capacidade de oxidação, o 

radical hidroxila (OH
.
) mostra uma pequena capacidade de difusão e é o mais 

reativo na indução de lesões nas células. O peróxido de hidrogênio (H2O2) 

não é considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar a 

membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reações 

enzimáticas (ANDERSON, 1996). Estas espécies reativas estão envolvidas 

em várias doenças crônicas não-transmissíveis associadas ao 

envelhecimento, como doenças cardiovasculares, diabetes, hipertensão, 

síndrome metabólica, artrite reumatóide e doenças neurodegenerativas tais 

como doença de Alzheimer e doença de Parkinson (FERRARI et al., 2009; 

BOENGLER et al., 2009; FERRARI , 2007; JELLINGER, 2007). O estresse 

oxidativo ocorre como um desequilíbrio entre o balanço pró-

oxidante/antioxidante, em favor da situação pró-oxidante, promovendo um 

dano potencial.  

Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias capazes de 

retardar ou inibir a oxidação de substratos oxidáveis, podendo estes serem 

enzimáticos ou não enzimáticos, tais como o α-tocoferol (vitamina E), β-

caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fenólicos (flavonóides) 

(HALIWELL, 2001). 

É crescente o interesse no estudo de compostos fenólicos devido, 

principalmente, à habilidade antioxidante destas substâncias em sequestrar 

radicais livres, os quais são prejudiciais a saúde humana (DORMAN et al., 

2003). As propriedades biológicas dos compostos fenólicos estão 

intimamente relacionadas com a atividade antioxidante que cada um exerce 

sobre determinado meio. A atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende 

de sua estrutura química, podendo ser determinada pela ação da molécula 
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como agente redutor (velocidade de inativação do radical livre, reatividade 

com outros antioxidantes e potencial de quelação de metais). 

Foram utilizados diferentes testes in vitro para a determinação da 

atividade antioxidante das espécies vegetais. A espécie P. cattleyanum já foi 

estudada anteriormente (MORESCO, 2010), tendo os resultados 

apresentados na tabela 8 a título de comparação com as demais espécies. 

Uma vez que a atividade antioxidante está geralmente relacionada à 

quantidade de compostos fenólicos, principalmente os flavonoides, nas 

plantas, avaliou-se o teor destes compostos nos extratos e frações. A 

determinação de compostos fenólicos utiliza o reativo de Folin-Ciocalteau, 

que consiste de uma mistura dos ácidos fosfomolíbdico (H3Mo12PO40) e 

fosfotúnsgstico (H3W12PO40), no qual o molibdênio e o tungstênio 

encontram-se no estado de oxidação 6
+
 e na presença de certos agentes 

redutores, como os compostos fenólicos, formam-se os chamados 

molibdênio azul e tungstênio azul, cuja coloração permite a determinação da 

concentração das substâncias redutoras, que não necessariamente precisam 

ter natureza fenólica (WATERMAN & MOLE, 1994). 

De modo geral, os polifenóis e em particular os flavonóides possuem 

estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, sendo antioxidantes mais 

efetivos que as vitaminas C e E. A atividade antioxidante dos flavonóides 

depende da sua estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: 

reatividade como agente doador de H. e/ou elétrons, estabilidade do radical 

flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de 

quelar metais de transição e finalmente, solubilidade e interação com as 

membranas (BARREIROS et al., 2006). 

Assim, para a determinação do conteúdo de flavonóides nas espécies 

vegetais foi escolhida a metodologia de complexação com o cloreto de 

alumínio (AlCl3). Este agente complexante forma um quelato com as 

hidroxilas fenólicas e com o grupo cetônico nos flavonóides (Figura 37), 

proporcionando um deslocamento batocrômico das bandas de absorvâncias 

do espectro de UV-VIS (WOISKY & SALATINO, 1998). 
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Figura 37. Complexo formado entre a estrutura do flavonóide e o reagente AlCl3 

 

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos na determinação do teor de 

compostos fenólicos totais e de flavonoides nos extratos e frações das 

espécies estudadas. 

De acordo com a tabela 8 observa-se que, de todas as espécies 

estudadas, as frações mais concentradas em compostos fenólicos são as 

frações acetato de etila e butanol. Este resultado é esperado, uma vez que 

quando se realiza o fracionamento líquido-líquido utilizando solventes de 

polaridade crescente estes compostos se concentram nas frações mais 

polares. De um modo geral pode-se observar que a espécie com maior 

conteúdo de fenólicos foi a espécie P. cattleyanum. Estes resultados 

corroboram com os estudos de quimiotaxonomia do gênero Psidium que 

destacam compostos fenólicos como derivados de quercetina, antocianinas e 

chalconas (LIANG et al., 2005). 

É importante salientar que o resultado é expresso em equivalentes de 

ácido gálico, um composto fenólico simples, então essa metodologia não 

apresenta seletividade para subtipos de compostos fenólicos vegetais e; 

portanto, podem ser detectados no teste, além de compostos fenólicos 

simples, seus polímeros, como os taninos hidrolisáveis, além de flavonóides 

e catequinas, dentre outros. 
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Tabela 8. Teor de Fenólicos e Flavonóides e Atividade antioxidante dos extratos e frações de M. 

splendens, M. palustris, E. catharinae e P. cattleyanum 

Extrato/ 

fraçao 
Fenólicos

1
 Flavonóides

2
 

Poder 

Redutor
3
 

DPPH 

CE50
4
 

M. splendens 

EBH 77,61±2,32 16,43±0,69 315,6±8,1 10,14 

FIn 60,01±0,83 12,89±0,31 114,6±0,0 70,32 

FH 51,16±0,46 11,55±0,98 69,9±0,1 117,47 

FAe 85,75±0,15 74,47±1,08 656,4±10,2 8,44 

FB 78,87±2,32 19,33±0,24 652,2±17,8 9,35 

FAq 68,05±0,83 1,41±0,16 375,3±8,7 16,99 

M. palustris 

EBH 72,22±1,95 59,17±0,53 187,2±8,8 29,81 

FIn 58,76±1,26 24,79±0,14 217,1±8,3 31,38 

FH 4,51±0,41 9,18±0,24 6,8±0,7 >200 

FAe 110,83±0,76 107,64±0,05 363,3±3,9 17,83 

FB 185,18±1,90 137,06±1,22 595,5±14,4 15,34 

FAq 63,17±0,90 1,90±0,05 186,5±2,9 34,04 

E. catharinae 

EBH 117,96±0,69 22,54±0,54 157,44±0,29 16,8 

FIn 77,02±1,56 17,19±0,95 74,10±1,16 56,4 

FH 60,26±0,65 2,00±0,28 129,24±4,07 153,4 

FAe 166,86±0,39 46,36±1,44 257,64±2,91 23,4 

FB 92,58±0,52 4,49±0,27 91,80±2,33 32,6 

FAq 32,62±1,17 - 30,68±1,46 149,8 

P. cattleyanum 

EBH 233,7±4,2 58,49±0,62 274,3±0,22 11,16 

FIn 199,1±3,1 105,8±0,57 162,6±0,68 18,13 

FH 44,4±0,7 15,19±1,16 41,6±2,62 97,23 

FAe 326,6±12,8 95,76±2,56 417,1±0,97 8,75 

FB 304,1±1,5 75,42±0,01 322,9±0,51 7,73 

FAq 131,4±0,1 9,16±0,06 141,4±1,88 20,87 

Ác. ascórbico - - - 9,2 
*1 mg ác galico/g extrato seco; *2 mg quercetina/g extrato seco; *3 mg ácido ascórbico/g extrato seco; 

*4 CE50 (ppm); 
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A tabela 8 mostra a quantidade de flavonoides nas frações e extratos 

das espécies de Myrtaceae. Quanto maior o equivalente em quercetina 

encontrado maior a porcentagem de flavonoides encontrados por grama de 

extrato bruto ou fração. 

Assim como no teste que determina o teor de fenólicos, novamente, 

pôde-se observar uma maior concentração de flavonoides nas frações acetato 

de etila e butanol das espécies estudadas. Para este teste, observa-se um certo 

destaque para a espécie M. palustris. A fração acetato de etila da espécie 

apresentou um valor de 107,64 mg de quercetina / g de fração seca. Este 

valor representa 97% do valor encontrado no teor de fenólicos totais, o que 

indica grande possibilidade de descoberta de flavonoides nesta fração. 

Nos últimos anos, uma quantidade substancial de evidências tem 

indicado o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes 

responsáveis pelo envelhecimento e pelas doenças degenerativas associadas 

ao envelhecimento, tais como câncer, doenças cardiovasculares, catarata, 

declínio do sistema imune e disfunções cerebrais (ATOUI, et al., 2005; 

BARREIROS, et al., 2006). 

A fim de avaliar a atividade antioxidante dos extratos e frações das 

espécies estudadas foi utilizado o teste que determina a habilidade que uma 

substância tem de seqüestrar o radical livre estável DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil). Este teste está baseado no descoramento de uma solução 

composta pelo radical livre estável, de cor violeta, quando da adição de 

substâncias que podem ceder um átomo de hidrogênio, conforme a figura 38. 

(BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A abstração de um átomo de hidrogênio 

da estrutura do flavonóide pelo radical livre DPPH, que possui forte 

coloração violeta, promove uma redução no DPPH, que se descora. Este fato 

pode ser facilmente determinado através da espectroscopia de UV-VIS (517 

nm). A modificação da coloração permite avaliar o desaparecimento do 

radical livre DPPH em solução devido á formação de espécies mais estáveis. 

A estabilização de radicais livres e formação de espécies pouco reativas 

inibem a propagação do processo de peroxidação lipídica, um dos eventos 

biológicos mais importantes relacionados aos processos oxidativos (LUGASI 

et al., 1998). 
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Figura 38. Equação básica da reação do DPPH com um flavonóide 

 

De acordo com a tabela 8 observa-se que as frações acetato de etila e 

butanol das espécies estudadas apresentaram valores de CE50 muito 

parecidos. Se comparados cada espécie separadamente, M. splendens foi a 

espécie mais ativa e a amostra que apresenta maior capacidade de seqüestro 

de radicais livres foi a a fração acetato de etila com CE50 = 8,44 μg mL
-1

, 

seguida da fração butanol com CE50 = 9,35 μg mL
-1

. Os valores obtidos 

equiparam-se ao valor de CE50 do ácido ascórbico, um antioxidante usado 

como padrão, que apresentou CE50 = 9,2 μg mL
-1

. Estes resultados são de 

grande relevância uma vez que se tratam de extratos vegetais e não de 

compostos isolados. 

Pode-se sugerir então, que a elevada atividade antioxidante das 

frações mais polares seja, provavelmente, devida à presença de substâncias 

com grupamentos hidroxila, disponíveis para doar um átomo hidrogênio à 

molécula oxidante (MENSOR, 1999). 

A atividade antioxidante também pode ser avaliada através do 

potencial redutor que indica a presença de compostos elétron-doadores que 

podem reduzir os intermediários oxidativos do processo de peroxidação 

lipídica (YEN & CHEN, 1995). Neste ensaio, a presença destes redutores 

causa a redução do complexo Fe
3+/

ferrocianeto à forma ferrosa. Assim, a 

forma Fe
2+

 pode ser monitorada medindo a formação de um complexo azul 

da Prússia (Fe4[Fe(CN)6]3) a 720 nm. 

Através dos resultados obtidos (Tabela 8), pode-se observar que, de 

modo geral, a fração acetato de etila das espécies foi a mais ativa, com 

exceção da espécie M. palustris que apresentou maior atividade na fração 

butanol com um valor de 595,5 mg de ácido ascórbico/g de extrato. Neste 

teste, M. splendens apresentou maior destaque sobre as demais espécies 

apresentando elevada capacidade redutora sobre íons férricos, com valores de 

atividade equivalentes a 656,4 mg de ácido ascórbico/g de extrato, para 
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fração acetato de etila , e 652,2 mg de ácido ascórbico/g de extrato para a 

fração butanol. 

Estudos de correlação entre as atividades antioxidantes testadas e o 

conteúdo de fenólicos e flavonoides foram realizados a fim de obter um 

entendimento global dos testes. Observa-se uma boa correlação entre a 

capacidade seqüestrante do DPPH e o conteúdo de fenólicos, apresentando 

coeficientes de correlação superior a 65% para os extratos e frações das 

folhas de M. splendens (89,8%), M. palustris (75,8%), E. catharinae (66,3%) 

e P. cattleyanum (81,3%), respectivamente. Essa boa correlação confirma os 

dados apresentados em diversos estudos, que mostram que a capacidade 

antioxidante está fortemente relacionada com o teor de compostos fenólicos 

totais presentes (MAKRIS et al., 2007; THAIPONG et al., 2005; ABDILLE 

et al., 2005; KAUR & KAPOOR, 2002). No entanto, com exceção da 

espécie M. palustris que apresentou um coeficiente de correlação de 93,4%, 

nenhuma relação se manteve entre o teste antioxidante que avalia a 

capacidade seqüestrante do DPPH e a quantidade de flavonoides presentes 

nos extratos. Os coeficientes de regreção linear variaram de 0,0198 a 0,3452. 

Da mesma maneira que a capacidade seqüestrante do radical livre 

DPPH, o potencial redutor dos extratos e frações aumenta conforme o 

aumento do conteúdo de compostos fenólicos. Uma análise por regressão 

linear mostra que os coeficientes de correlação ficaram entre 76,6 a 96,8 %. 

No entanto, assim como descrito anteriormente para o ensaio do 

DPPH, esta correlação não se observa para as espécies de Myrtaceae quando 

se correlacionam os resultados do ensaio de potencial redutor com o seu 

conteúdo de flavonoides. As espécies M. splendens e P. cattleyanum 

apresentaram baixos coeficientes de correlação de 21,2 e 30,8%, 

respectivamente. Enquanto que as espécies M. palustris e E. catharinae 

apresentaram índices de correlação consideráveis de 72,0 e 69,6, 

respectivamente. 

Ao observar estes resultados, conclui-se que o conteúdo de compostos 

fenólicos está diretamente relacionado à atividade antioxidante encontrada 

nestas espécies, enquanto que o teor de flavonóides contribui para a atividade 

antioxidante somente em alguns casos. 
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5.8.3. Inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

Estudos indicam que a doença de Alzheimer está associada com a 

deficiência dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a 

noradrenalina e a serotonina (BRYNE, 1998). O tratamento sintomático da 

doença de Alzheimer envolve primariamente a restauração da função 

colinérgica. Conclui-se, portanto, que uma elevação no nível da acetilcolina 

poderia ser útil para melhorar um dos sintomas da doença, a deficiência de 

aprendizagem e, por tanto, os inibidores da colinesterase tem demonstrado a 

maior eficiência no tratamento clínico na doença de Alzheimer (BIERER et 

al., 1995). 

A modernização dos ensaios biológicos permitiu a utilização de 

enzimas, receptores, DNA, entre outros alvos, para avaliação rápida de 

grandes quantidades de amostras. Dentre os bioensaios rápidos e sensíveis, a 

utilização da enzima acetilcolinesterase (AChE) é uma alternativa para a 

detecção e seleção de amostras com ação anticolinesterase (TREVISAN et 

al., 2003). 

Existem no mercado, atualmente, diversos inibidores da AChE 

conhecidos, tais como: tacrina (Cognex
®
), donepezil (Aricept), riastigmina 

(Exelon
®
) e, por último, a galantamina (Reminyl

®
), um produto natural. 

Estes fármacos, apesar de apresentarem efeito biológico satisfatório, são 

muito caros e alguns podem apresentar efeitos colaterais (VIEGAS JUNIOR 

et al., 2004). 

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método 

fotométrico para a determinação da atividade anticolinesterásica. O método 

se baseia na medição da taxa de produção de tiocolina à medida que a 

acetiltiocolina é hidrolisada pela acetilcolinesterase. Isto ocorre pela 

continuação da reação da tiocolina (1) com reagente de Ellman (2) Ácido 

5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB), produzindo o ânion amarelo (3) como 

mostrado na figura 39. A taxa da produção do composto colorido 3 é 

observada em espectrofotômetro UV/VIS em 405 nm. 
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Figura 39. Sequência de reações para detecção de atividade anticolinesterásica de substâncias 

naturais pelo método de Ellman 

 

Sabe-se que os produtos naturais, geralmente, apresentam estruturas 

complexas e de difícil reprodução pela química sintética. Sendo assim, um 

estudo biológico direcionado a busca de compostos naturais com ação 

antiacetilcolinesterásica é incentivado. 

Portanto, os extratos e frações das espécies foram avaliadas em 

relação ao potencial inibidor frente à AChE segundo a metodologia proposta 

por Mata et al. (2007). Inicialmente avalia-se a porcentagem de inibição dos 

extratos e frações na concentração de 100 µg/mL, sendo que aqueles que 

apresentarem porcentagem de inibição acima de 50%, serão considerados 

candidatos a busca de compostos com ação anticolinesterásica. A tabela 9 

apresenta os resultados obtidos para as amostras testadas. 

De acordo com os resultados obtidos para a espécie M. splendens 

podemos observar que estes foram bastante promissores, uma vez que todas 

as frações apresentaram atividade acima de 50%, com exceção a fração 

aquosa (FAq) que apresentou 37,1% de inibição. A Fração FAe apresentou 
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um valor de inibição de 99,8%, valor este acima da atividade do controle 

positivo galantamina, um produto natural que é utilizado como fármaco, que 

apresentou 99,3 % de inibição da enzima acetilcolinesterase. 

 

Tabela 9. Atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase para extratos e frações de 

Myrtaceae 

Extrato/Fração 
% inibição (100 ppm) 

M. splendens M. palustris E. catharinae P. cattleyanum 

Extrato Bruto 

(EBH) 
70,1±1,8 99,9±1,6 60,6±1,2 47,4±1,8 

Fração Insolúvel 

(FIn) 
97,3±3,7 72,0±4,1 92,0±0,8 45,0±1,4 

Fração Hexano 

(FH) 
65,3±1,9 67,4±1,3 54,3±0,8 61,3±2,3 

Fração Acetato 

de Etila (FAe) 
99,8±2,4 99,9±3,9 60,5±1,9 49,3±1,7 

Fração Butanol 

(FB) 
74,8±1,2 41,9±1,1 24,5±0,8 48,7±1,3 

Fração Aquosa 

(FAq) 
37,1±3,6 29,2±2,5 n.d

*
 42,8±1,8 

*Atividade não detectada pelo método utilizado. 

 

Para a espécie M. palustris também foi observada atividade relevante 

em todas as frações, com exceção das frações butanol e aquosa com 

porcentagem de inibição de 41,9% e 29, 2%, respectivamente. O Extrato 

bruto e fração FAe apresentaram valores superiores ao controle positivo 

galantamina. A espécie E. catharinae também apresentou atividade em quase 

todas as frações com destaque para a fração FIn com porcentagem de 

inibição da enzima acetilcolinesterase de 92%. Estes resultados corroboram 

com a atividade apresentada no teste de toxidade frente a Artemia salina 

indicando que as frações são promissoras para um estudo mais aprofundado 

da atividade antiacetilcolinesterásica. 

No entanto, P. cattleyanum foi a espécie menos ativa, mostrando 

resultados abaixo de 50% de inibição, com exceção da fração hexano que 

apresentou 61,3% de inibição. 
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Ainda, os compostos isolados também foram avaliados quanto à sua 

ação inibitória frente à acetilcolinesterase. Aqueles que apresentaram 

porcentagem de inibição acima de 50% foram submetidas à determinação da 

CI50, que é a concentração necessária para causar 50% da atividade. A Tabela 

10 apresenta os resultados obtidos para os compostos. 

De acordo com a tabela 10, observa-se que para os compostos 

isolados, apenas os flavonoides quercetina (5), catequina (7) e quercitrina (8) 

apresentaram porcentagem de inibição maior que 50%, com CI50 de 98,3; 

90,8; e 60,6 µg.mL
-1

 respectivamente. Estes resultados são baixos, se 

comparados com o controle positivo Reminyl. A atividade fraca dos 

flavonoides quercetina e quercitrina já foi relatada em trabalhos recentes 

(DING et al., 2013; JUNG & PARK, 2007) utilizando modelos de teste 

similares. No entanto, trabalhos relatando a atividade de frações ricas em 

flavonoides, tais como as frações FAe das espécies de Myrcia apresentadas 

neste trabalho, têm sido publicados nos últimos anos, mostrando resultados 

mais potentes (CAO et al., 2013; FALE et al., 2012). 

 

Tabela 10. Atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase para compostos isolados das 

espécies de Myrtaceae 

Compostos 
% inibição 

(100 ppm) 
CI50 (μg.mL-1) 

Monometil-olivetol (C-1) 49,3±1,9 - 

Miricitrina (C-4) 35,4±0,6 - 

Quercitina (C-5) 50,2±2,1 98,3 

Ác. Rotúndico (C-6) 47,9±0,9 - 

Catequina (C-7) 52,2±1,3 90,8 

Quercitrina (C-8) 69,6±3,3 60,6 

Reminyl® 99,3 9,2 

*Comprimido do fármaco Reminyl contendo 8mg do princípio ativo galantamina. **Amostras que 

apresentaram porcentagem de inibição acima de 50% foram submetidas à determinação da CI50. 

 

Estes resultados revelam um possível efeito sinérgico dos 

componentes de cada fração, sendo este um fator importante para inibição da 

enzima acetilcolinesterease. Isso explica, por exemplo, o fato das frações 

FAe de Myrcia apresentarem um valor de quase 100% de inibição, no teste 
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de triagem a 100 ppm, e o flavonoide miricitrina (C-4) - principal 

constituinte das frações - não apresentar atividade (35,4% de inibição a 100 

ppm). 

 

5.8.4. Atividade antimicrobiana 

 

A resistência aos antimicrobianos tem se apresentado como um 

problema complexo provocado por diversos fatores, entre os quais se destaca 

o uso de fármacos de forma indevida. A resistência não é um fenômeno novo 

e já é bastante reconhecida pela comunidade científica. Já em 1940, Ernest 

Chain e E.P. Abraham descobriram uma substância originária da Escherichia 

coli capaz de inativar a penicilina, sendo reconhecido o primeiro mecanismo 

de resistência a um agente antibacteriano (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). 

Os microorganismos estão se mostrando cada vez mais resistentes aos 

antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda a procura por antibióticos 

de ocorrência natural. 

Nos últimos anos, infecções fúngicas têm emergido como uma das 

principais causas de doenças e mortalidade principalmente devido ao 

crescimento da população de imunocomprometidos tais como pacientes com 

HIV, recebendo quimioterapia, tratados com fármacos imunossupressores, 

submetidos a tratamento prolongado com corticosteróides e ainda devido ao 

uso indiscriminadode antibióticos (NAM et al., 2004). 

Em vista do presente cenário, a busca por novas substâncias 

antimicrobianas a partir de fontes naturais, incluindo plantas, tem ganho 

importância nas empresas farmacêuticas. Estes microorganismos 

multiresistentes são freqüentemente causa de várias infecções, e apresentam 

um sério risco para a saúde pública, principalmente quando se tratam de 

infecções hospitalares (DE SOUZA et al., 2004). 

 

5.8.4.1. Atividade antibacteriana 

 

O método utilizado para a determinação da atividade antibacteriana 

foi a determinação da concentração inibitória mínima (CIM), definida como 

a menor concentração de substrato capaz de inibir o crescimento bacteriano. 
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O experimento foi realizado utilizando as bactérias Staphylococcus 

aureus, um coco gram-positivo e as bactérias gram-negativas Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo que esta última está bastante 

relacionada aos casos de infecção hospitalar.  

Para a classificação da atividade antibacteriana, foi utilizado o critério 

proposto por Machado e colaboradores (2005). Extratos e frações que 

apresentaram valores de CIM menores que 10 µg/mL foram considerados 

antibacterianos excelentes; valores entre 10 e 100 µg/mL foram considerados 

bons; valores entre 100 e 500 µg/mL foram considerados de atividade 

moderada; valores entre 500 e 1000 µg/mL de atividade fraca, e para valores 

de CIM que foram acima de 1000 µg/mL, os extratos e frações foram 

considerados inativos. Os extratos e frações testados para as quatro espécies 

apresentaram atividade antibacteriana em diversos níveis. Tabela 11. 

De acordo com a tabela 11, para M. splendens, observou-se que o 

extrato bruto e frações, com exceção da fração hexano, demostraram 

atividade apenas para a bactéria gram-positiva, S. aureus, (CIM = 150 - 625 

µg/mL), sendo inativo para as outras bactérias testadas, gram-negativa. Já a 

espécie M. palustris apresentou atividades moderadas apenas na fração 

butanol para a bactéria S. aureus e na fração hexano para E. coli. Estes 

resultados mostram que, de uma maneira geral, as frações mais polares de M. 

splendens apresentaram melhor atividade para a bactéria gram-positiva, 

talvez por esta apresentar menor barreira do que as bactérias gram-negativas 

que possuem uma membrana externa que funciona como barreira para 

diversas substâncias, inclusive os antibióticos. Além disso, seu espaço 

periplasmático contém diversas enzimas capazes de quebrar moléculas 

estranhas ao metabolismo bacteriano (ROSSI e ANDREAZZI, 2005) 

tornando mais difícil a ação de substâncias estranhas contra estas cepas.  
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Tabela 11. Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato bruto, frações e compostos 

isolados de M. splendens, M. palustris, E. catharinae e P. cattleyanum 

Extrato/Fração 
S. aureus

a
 P. aeruginosa

b
 E. coli

b
 

(μg mL
-1

) 

M. splendens 

Extrato Bruto (EBH) 150 1200 1200 

Fração Insolúvel (FIn) 625 1250 1250 

Fração Hexano (FH) 1525 1250 1250 

Fração Acetato de Etila (FAe) 168 2700 1350 

Fração Butanol (FB) 234 1875 1875 

Fração Aquosa (FAq) 190 1525 1525 

M. palustris 

Extrato Bruto (EBH) 1800 1800 1800 

Fração Insolúvel (FIn) 1575 1575 1575 

Fração Hexano (FH) 1375 1375 343 

Fração Acetato de Etila (FAe) 1125 1125 1125 

Fração Butanol (FB) 450 1800 1800 

Fração Aquosa (FAq) 1300 1300 1300 

E. catharinae 

Extrato Bruto (EBH) 1610 1610 1610 

Fração Insolúvel (FIn) 1520 1520 1520 

Fração Hexano (FH) 170 1560 1560 

Fração Acetato de Etila (FAe) 2800 1430 1430 

Fração Butanol (FB) 1700 1700 1700 

Fração Aquosa (FAq) 3120 1560 1560 

P. cattleyanum* 

Extrato Bruto (EBH) 2500 1300 1300 

Fração Insolúvel (FIn) 190 6250 6250 

Fração Hexano (FH) 6100 380 760 

Fração Acetato de Etila (FAe) 1950 1950 1950 

Fração Butanol (FB) 2800 1400 1400 

Fração Aquosa (FAq) 1080 8500 2120 

Antibacteriano padrão 

Gentamicina 1 0,39 0,78 

a= gram-positiva; b= gram-negativa; *MORESCO, 2010. 
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Para a espécie E. catharinae, observa-se que, de modo geral, todos os 

resultados de CIM ficaram acima de 1000 µg/mL, podendo ser consideradas 

inativos frente a bactérias testadas. Uma exceção é a fração hexano que 

apresentou CIM = 170 µg/mL frente a S. aureus, considerada atividade 

moderada. Este resultado para atividade antibacteriana corrobora com o teste 

de toxicidade frente a Artemia salina que também apresentou sua maior 

atividade na fração hexano. 

O extrato bruto e frações de P. cattleyanum, já haviam sido testados 

anteriormente (MORESCO, 2010), não apresentando atividades relevantes e, 

a título de comparação, observa-se que a fração hexano desta planta foi a 

única das espécies estudadas a apresentar alguma atividade para ambas 

bactérias gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli). Este fato é interessante, 

uma vez que bactérias gram-negativas, como a P. aeruginosa, são 

intrinsecamente resistentes a vários antimicrobianos, devido à baixa 

permeabilidade da membrana externa que possuem, pela expressão de 

bombas de efluxo e pela produção de enzimas que inativam os 

antimicrobianos (MESAROS, 2007). 

A atividade antibacteriana já foi relatada anteriormente para diversas 

plantas da família Myrtaceae. Observa-se certa frequência de trabalhos 

relatando atividade antibacteriana nos óleos essenciais de espécies do gênero 

Myrcia, Eugenia e Psidium, no entanto há alguns trabalhos relatando a 

atividade em extratos polares, principalmente do gênero Eugenia (TENÓRIO 

et al., 2011; DE SOUZA et al., 2004; MACHADO et al., 2005; APEL et al., 

2006). 

 

5.8.4.2. Atividade antifúngica de M. splendens e M. palustris 

 

Os extratos e frações das espécies M. splendens e M. palustris e o seu 

principal constituinte, a miricitrina (C-4), foram avaliados quanto ao seu 

potencial antifúngico diante dos microrganismos Candida parapsilosis, 

Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Cryptococcus gattii, 

Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis (Pb18). Os 

extratos e frações foram considerados ativos quando inibiram o crescimento 

fúngico em valor igual ou maior que 70%. 
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Primeiramente foi realizado o teste de triagem à 250 µg/mL a fim de 

verificar as amostras mais ativas. A tabela 12 apresenta os resultados obtidos 

para as frações testadas. Deste estudo prévio pode se observar certo destaque 

para a espécie M. splendens, apresentando atividade para quase todas a 

frações, principalmente contra as cepas de Candida, com valores de 

porcentagem de inibição que variam de 69,7 – 88,7%. Estes valores são 

muito bons se comparados ao controle positivo Itraconazol, uma vez que se 

tratam de frações e não de compostos isolados. 
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Tabela 12. Porcentagens de inibição dos extratos, frações e composto de M. splendens e M. palustris contra leveduras patogênicas 

*
Extrato / Fração C. parap C. albicans C. krusei C. tropicalis Cr. gattii Cr. neoformans Pb 18 

M. splendens 

EBH 43,5 28 39,8 78,9 80 0 31 

FIn 79,5 72,3 75,5 59,9 0 0 26,6 

FH 74,8 70,0 88,0 81,7 53,6 0 68,4 

FAe 65,7 65,9 60,1 84,6 0 0 0 

FB 76,6 76 70,2 88,7 0 0 0 

FAq 69,7 76 68,3 87,7 13,8 0 0 

M. palustris 

EBH 75,5 -15,6 67,4 54,2 0 0 9,6 

FIn -18,7 19,7 32,8 38,2 0 0 0 

FH 8,4 33 23,3 66 100 100 100 

FAe 7,2 -4,6 15 48,3 0 0 0 

FB 63,6 63,2 70,4 84,6 0 0 0 

FAq 94,4 81,8 94,2 62,6 98,1 0 0 

Miricitrina (C-4) 79,8 0 65 15,6 0 0 0 

Atifúngico padrão 

Itraconazol
**

 70,0 65,1 68,1 80,0 72,0 89,2 94,2 

*As amostras foram testadas na concentração de 250μg mL
-1

. 

**Fármaco de referência, utilizado na concentração de 0,5 μg mL
-1

. 
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A espécie M. palustris se mostrou menos ativa, porém apresentando 

valores de porcentagem de inibição elevados se comparados a M. splendens 

e, até mesmo, ao controle positivo Itraconozol. A fração aquosa (FAq) da 

espécie apresentou valores de atividade que variam de 62,6 - 98,1% de 

inibição. Já a fração hexano (FH) apresentou inibição de 100% contra as 

duas espécies de Cryptococcus e a espécie Paracoccidioides brasiliensis; 

espécies essas, que foram praticamente inativas para M. splendens. Bons 

resultados contra cepas de Cryptococcus são estimulantes devido à 

frequência crescente dos casos de criptococose, a toxicidade dos principais 

antifúngicos disponíveis e a existência de isolados de Cryptococcus spp. 

resistentes, o que demonstram a dificuldade da terapia contra esta doença 

(LIN & HEITMAN, 2006). 

Para as amostras mais ativas na triagem à 250 µg/mL (porcentagem de 

inibição ≥ 68,3%) foi realizado o ensaio de concentração inibitória mínima 

(CIM) a fim de encontrar a menor concentração ativa e avaliar o efeito da 

concentração dos extratos, frações e composto isolado na atividade 

antifúngica. Tabela 13. 
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Tabela 13. Concentração inibitória mínima em μg mL-1dos extratos, frações e composto de M. splendens e M. palustris 

*
Extrato / Fração 

/ Composto 
C. parap C. albicans C. krusei C. tropicalis Cr. gattii Cr. neoformans Pb 18 

M. splendens 

EBH - - - 31,2 15,6 - - 

FIn 31,2 125 62,5 - - - - 

FH 62,5 62,5 62,5 125 - - - 

FAe - - - 15,6 - - - 

FB 3,2 3,2 7,8 15,6 - - - 

FAq 7,8 7,8 7,8 31,2 - - - 

M. palustris 

EBH 62,5 - 31,2 - - - - 

FIn - - - - - - - 

FH - - - - >250 >250 62,5 

FAe - - - - - - - 

FB - - 7,8 31,2 - - - 

FAq 31,2 125 62,5 - 62,5 - - 

Miricitrina (C-4) 125 - 31,2 - - - - 

Atifúngico padrão 

Itraconazol   0,125  0,031  0,031 
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Segundo o critério proposto por Rios e Recio (2005) que diz que 

extratos e frações vegetais cujo valor da CIM encontra-se abaixo de 1000 μg 

mL
-1

 são considerados ativos, e abaixo de 100 μg mL
-1

 são considerados 

muito potentes; podem-se considerar ativas todas as amostras avaliadas pelo 

método CIM. 

De acordo com a tabela 13, observa-se que praticamente todas as 

frações testadas de M. splendens apresentaram atividade elevada contra cepas 

de Candida, com excessão da fração acetato de etila (FAe) que foi ativa 

apenas contra C. tropicalis com um valor de CIM = 15,6 μg mL
-1

. Dentre as 

amostras testadas, destaca-se a fração butanol (FB), ativa contra todas as 

cepas de Candida, com valores de CIM entre 3,2 e 15,6 μg mL
-1

; e, da 

mesma forma, a fração aquosa (FAq) com valores de CIM entre 7,8 e 31,2 

μg mL
-1

. A Candida albicans é a espécie mais prevalente e de maior 

patogenicidade entre as cepas envolvidas com o desenvolvimento da 

candidíase bucal (AKPAN & MORGAN, 2002). As cepas C. tropicalis, C. 

krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii também fazem parte do curso da 

doença e, junto a C. albicans, chegam a representar mais de 80% dos 

isolados clínicos (CORRÊA & ANDRADE, 2005). Portanto, a busca por 

novos antifúngicos ativos contra espécies de Candida é incentivada. 

A espécie M. palustris apresentou valores menos significativos contra 

os fungos testados em comparação com a espécie M. splendens. O fungo 

mais sensível ao extrato bruto e frações de M. palustris foi C. krusei, 

concentrando a atividade nas frações mais polares, fração butanólica (FB) e 

fração aquosa (FAq) com valores de CIM de 7,8 e 62,5 μg mL
-1

, 

respectivamente. De todas as frações testadas, a fração aquosa (FAq) foi a 

mais sensível ao teste, apresentando atividade contra quatro dos sete fungos 

testados. Estes resultados sugerem que os compostos mais ativos das frações 

sejam de maior polaridade. 

O flavonóide miricitrina (C-4), presente nas frações acetado de etila e 

butanol de ambas as espécies, apresentou atividade apenas contras as cepas 

Candida parapsilosis e Candida tropicalis, com valores de CIM de 125 e 

31,2 μg mL
-1

, respectivamente. Estes valores são considerados baixos se 

tratando de um composto isolado, e não uma fração vegetal. Ao comparar 

estes valores, com os resultados encontrados nas frações butanol de ambas as 
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espécies, observa-se que os valores de CIM são maiores, sugerindo que a 

ação destas frações seja sinérgica, ou seja, a soma de vários compostos 

encontrados nestas amostras. 

Este é o primeiro relato de atividade antifúngica para extratos vegetais 

de espécies do gênero Myrcia. Há apenas um trabalho relatando a atividade 

antifúngica do óleo essencial da espécie Myrcia myrtifolia contra as cepas 

Candida albicans e Cryptococcus neoformans (DE CERQUEIRA et al., 

2007). A espécie se mostrou ativa apenas contra C. albicans. 

 

5.8.5. Atividade Anti-inflamatória de M. splendens e M. palustris 

 

A inflamação é uma resposta do organismo a uma série de estímulos 

nocivos tais como lesões tecidulares causadas por infecção ou agressão 

física. Quando não reprimida pode causar severa descompensação 

fisiológica, disfunção orgânica e até a morte. Alguns sinais clássicos da 

inflamação são vasodilatação e edema, com presença de área eritematosa, 

calor no local do dano tecidual, dor e possível perda de função do local 

afetado (SHERWOOD &TOLIVER-KINSKY, 2004; KANTARCI et al., 

2006) . 

A resposta inflamatória pode ser dividida em dois tipos, aguda e 

crônica, divisão essa baseada na duração e características patológicas da 

reação inflamatória. A inflamação aguda tem, típica ou relativamente, curta 

duração (horas a dias) e é caracterizada por vasodilatação, exsudação de 

fluido ou exsudato rico em proteínas (de fase aguda) com formação de 

edema, migração de leucócitos (primariamente neutrófilos) para o sítio 

lesado e, em alguns casos, ativação da cascata de coagulação (SHERWOOD 

&TOLIVER-KINSKY, 2004). 

Os extratos e frações acetato de etila das espécies M. splendens e M. 

palustris e o seu principal constituinte, a miricitrina (C-4), foram avaliados 

quanto ao seu potencial anti-inflamatório. Para isto, foram medidos alguns 

parâmetros como a quantidade total de leucócitos (i), determinação da 

exsudação (ii), esta medida indiretamente através da concentração de azul de 

Evans, e a determinação da atividade da enzima mieloperoxidase (iii), 

medida indiretamente através da reação com H2O2 e Cl
-
. 
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A figura 40 mostra os resultados obtidos para a atividade anti-

inflamatória do extrato bruto (EB) e fração acetato de etila (FAe) de M. 

splendens utilizando os parâmetros i e ii. A primeira barra dos gráficos 

representa a medida do parâmetro em questão para o grupo de animais 

tratados com solução salina (S), a segunda barra representa a medida para o 

grupo ao qual foi administrado o agente inflamatório carragenina (Cg), as 

demais barras representam cada concentração de amostra administrada 

juntamente com a carragenina. Como controle positivo foi utilizado o 

fármaco de referência, dexametasona (Dex) na concentração de 0,5 mg/kg, 

i.p., juntamente com a carragenina. A semelhança ou diferença estatística 

entre a atividade da amostra em uma dada concentração e o fármaco de 

referência é indicada no gráfico por asteriscos em cima da barra. O desvio 

padrão de cada medida é mostrado na própria barra. 

Em relação ao modelo de inflamação de quantidade total de 

leucócitos, foi observado que o extrato bruto de M. splendens, na dose de 100 

mg/kg, demonstrou sua capacidade em inibir o processo de inflamação em 

cerca de 70 % não apresentando diferença significativa ao fármaco de 

referência, a dexametasona (Figura 40a). No entanto, quando avaliado pelo 

segundo parâmetro (determinação de exsudação) não foi observado qualquer 

atividade (Figura 40b). Para a fração acetato de etila (FAe) observa-se que 

atividade se mantém nas maiores doses testadas (50 mg/kg e 100 mg/kg ) 

com inibição do processo de inflamação em cerca de 60%, para o parâmetro 

de contagem de leucócitos, e 42% para o parâmetro de determinação de 

exsudação (Figura 40 c e d). Estes valores são considerados altos se tratando 

de extratos vegetais e não de compostos isolados. 
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Figura 40. Atividade anti-inflamatória do extrato bruto e fração acetato de etila de M. 

splendens. (S) representa o grupo de animais tratados com solução salina, (Cg) o grupo de 

animais tratados com carragenina e (Dex) dexametasona. Os asteriscos indicam semelhança 

estatística, ns: não significante, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001 

 

A figura 41 mostra os resultados obtidos para a atividade anti-

inflamatória do extrato bruto (EB) e fração acetato de etila (FAe) de M. 

palustris utilizando os parâmetros i e ii. Em relação ao extrato bruto da 

espécie, observa-se que, segundo o modelo de contagem de leucócitos, o 

extrato foi capaz de inibir o processo de inflamação em cerca de 44% na dose 

de 100 mg/kg; valor este inferior ao observado para o extrato bruto de M. 

splendens (70%). No entanto, para o segundo parâmetro (exsudação), foi 

possível observar a redução em cerca de 30% para todas as doses testadas (1 

– 100 mg/kg) (Figura 41b). A fração acetato de etila apresentou atividade 
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similar a espécie M. splendens, na concentração de 50 mg/kg no teste de 

contagem de leucócitos, com cerca de 65% de inibição do processo 

inflamatório, mas no teste de exsudação não apresentou atividade 

significativa para nenhuma das doses testadas. 

 

 

Figura 41. Atividade anti-inflamatória do extrato bruto e fração acetato de etila de M. palustris. 

(S) representa o grupo de animais tratados com solução salina, (Cg) o grupo de animais 

tratados com carragenina e (Dex) dexametasona. Os asteriscos indicam semelhança estatística, 

ns: não significante, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001 

 

Tendo o extrato bruto e as frações das espécies demonstrado atividade 

relevante, foi também avaliado o potencial do composto majoritário, 

miricitrina (C-4) em inibir o processo inflamatório onde, através da 

contagem de leucócitos e da determinação da exsudação, foi observada sua 

capacidade em inibir em cerca de 50 % e 30 %, respectivamente, na dose de 

10 mg/kg (Figura 42a e b). Estes valores são baixos se comparados aos 
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extratos e frações testadas, sugerindo que este composto pode contribuir para 

a atividade anti-inflamatória através de um efeito sinérgico com outros 

compostos presentes nos extratos brutos e frações acetato de etila das 

espécies. 

 

 

Figura 42. Atividade anti-inflamatória do composto Miricitrina isolado da fração acetato de 

etila de M. splendens e M. palustris. (S) representa o grupo de animais tratados com solução 

salina, (Cg) o grupo de animais tratados com carragenina e (Dex) dexametasona. Os asteriscos 

indicam semelhança estatística, ns: não significante, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001 

 

A enzima mieloperoxidase (MPO) é uma enzima produzida por 

células de defesa, principalmente em neutrófilos, estando presente também 

em monócitos. Nos neutrófilos, é armazenada em grânulos, e liberada 

durante a fagocitose. Esta enzima é um marcador indireto da presença de 

neutrófilos, resultado da infiltração destas células no tecido inflamado (LAU 

& BALDUS, 2006). Portanto, a diminuição dos níveis de MPO indica a 

diminuição da atividade inflamatória. Este parâmetro também foi avaliado 

para o extrato bruto (100 mg/kg) e fração acetato de etila (10 mg/kg) das 

espécies, bem como para o composto miricitrina (1 mg/kg). Figura 43. 

Como pode ser observado no gráfico da figura 43, os extratos brutos e 

frações das duas espécies, bem como o composto, apresentaram uma inibição 

média de 42% da atividade enzimática da MPO, enquanto a dexametasona, 

usado como controle positivo, inibiu em 78% a atividade enzimática. Os 

resultados para os extratos, frações e composto isolado, não apresentaram 

diferenças significativas do fármaco de referência, dexametasona. Estes 

resultados confirmam a atividade anti-inflamatória exibida nos extratos 
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brutos, frações acetato de etila e composto isolado das duas espécies, e 

sugere que estes diminuem a migração de células de defesa, como os 

neutrófilos, por exemplo, para o tecido inflamado. Esta ação é interessante 

devido ao fato de que a acumulação de neutrófilos é um dos estágios críticos 

de doenças inflamatórias, como a dermatite e a asma (SCHAERLI et 

al.,2004; OTUKI et al., 2006). 

 

 

Figura 43. Efeito dos extratos brutos, frações acetato de etila e composto isolado de M. 

splendens e M. palustris sobre a atividade da enzima mieloperoxidase. (S) representa o grupo de 

animais tratados com solução salina, (Cg) o grupo de animais tratados com carragenina e (Dex) 

dexametasona. Os asteriscos indicam semelhança estatística, ns: não significante, *P<0,05; 

**P<0,01, ***P<0,001 

 

É a primeira vez que se relata a atividade anti-inflamatória para 

extratos vegetais de espécies do gênero Myrcia. Há apenas um trabalho 

recente que aborda as propriedades anti-inflamatórias do óleo essencial da 

espécie Myrcia pubiflora através do modelo de migração de leucócitos para a 

cavidade peritoneal (ANDRADE et al., 2012). Já o flavonóide miricitrina 

tem sido muito estudado por diversos modelos anti-inflamatórios (MEOTTI 

et al., 2006; MEOTTI et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho realizou-se o estudo fitoquímico de quatro espécies da 

família Myrtaceae e a avaliação das atividades biológicas dos extratos, 

frações e compostos isolados. As principais conclusões foram: 

 

 Em relação ao estudo fitoquímico 

 

- A análise preliminar por HPLC-DAD das frações polares das 

espécies M. splendens e M. palustris mostrou perfis com absorções típicas de 

glicosídeos de flavonois, tendo como flavonoide majoritário a miricitrina. 

- O estudo fitoquímico da espécie E. catharinae levou ao isolamento, 

na fração insolúvel, do monometil-olivetol, uma mistura de esteróis β- 

sitosterol e estigmasterol e o flavonoide miricitrina. Da fração acetato de etila 

foram isolados dois flavonoides, quercitina e catequina e o triterpeno ácido 

rotúndico. Todos os compostos isolados são inéditos na espécie, sendo o 

monometil-olivetol e ácido rotúndico inédidos, também, na família 

Myrtaceae. 

- O novo estudo fitoquímico da fração acetato de etila de P. 

cattleyanum levou ao isolamento do flavanoide glicosilado quercitrina. 

- O estudo fitoquímico das espécies de Myrcia levou ao isolamento do 

flavonoide miricitrina nas frações acetato de etila das duas espécies, com 

rendimentos de 0,5% (M. splendens) e 2,0% (M. palustris) em relação as 

frações. Na fração butanol de M. palustris também foi isolado a miricitrina e 

miricetina e quercetina na forma de mistura. 

- Os perfis das frações acetato de etila de M. palustris, E. catharinae e 

P. cattleyanum pelo método HPLC-SPE-ttNMR, acoplado a ensaios de alta 

resolução, foram determinados. Foi possível observar atividade antioxidante 

para quase todos os picos, em graus diferentes, e, atividade de inibição da α-

glicosidase, apenas para alguns constituintes das amostras. Foi possível 

identificar cinco compostos da espécie M. palustris: ácido 4-

hidroxicinâmico, miricetrina, quercetina, miricetina, quercitrina, todos com 

atividade antioxidante, sendo a miricetina e quercitrina também ativos no 

teste de inibição da α-glicosidase. 
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 Em relação ao estudo das atividades biológicas 

 

- Os extratos brutos das espécies, bem como suas frações, obtidas 

através de fracionamento líquido-líquido foram avaliados em alguns modelos 

de atividade biológica. Um dos testes realizados foi a avaliação da letalidade 

em larvas de A. salina, onde todas as espécies apresentaram atividade, com 

exceção da fração aquosa de P. catleyanum e as frações polares de E. 

catharinae. De um modo geral a atividade concentrou-se nas frações hexano 

das espécies.  

- A atividade antioxidante dos extratos e frações das quatro espécies 

foi avaliada, juntamente com o seu conteúdo de fenóis e flavonoides. Nos 

testes de avaliação da captação do radical livre DPPH e de avaliação do 

potencial redutor, foi observada tendência no aumento da atividade 

diretamente relacionada ao aumento do conteúdo de fenóis nos extratos e 

frações. A espécie a apresentar atividade mais significativa nos testes 

antioxidantes foi M. splendens.  

- Para o teste de inibição da enzima acetilcolinesterase foi observada 

maior atividade nas frações das espécies M. splendens e M. palustris, 

chegando a valores de porcentagem de inibição de 99,9% no teste de triagem 

a 100 µg/mL. De um modo geral, verifica-se que as frações são mais ativas 

que os compostos isolados sugerindo um efeito sinérgico dos constituintes 

das frações, sendo este determinante na atividade. 

- A atividade antibacteriana dos extratos e frações das espécies de 

Myrtaceae foi avaliada contra as bactérias S. aureus (Gram +), E. coli e P. 

aeruginosa (Gram -). Os extratos e frações das espécies não apresentaram 

atividades relevantes. M. splendens apresentou atividade moderada para 

todas as frações polares frente à bactéria gram positiva, S aureus.  

- A atividade antifúngica dos extratos e frações das espécies de 

Myrcia foi avaliada contra as leveduras Candida parapsilosis, Candida 

albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Cryptococcus gattii, 

Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis. A espécie M. 

splendens se mostrou mais ativa, apresentando atividade elevada contra todas 

as cepas de Candida, com exceção da fração acetato de etila. 
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- A atividade anti-inflamatória das espécies M. splendens e M. 

palustris foi avaliada através do modelo de pleurisia induzida por 

carragenina em camundongos. Os parâmetros da atividade, contagem de 

leucócitos, atividade da enzima mieloperoxidase e exsudação medidos para 

os extrato brutos (100 mg/kg) e fração acetato de etila (50 mg/kg) 

demonstraram capacidade de inibir o processo inflamatório com valores que 

variam de 30 a 70 % aproximadamente. O composto isolado destas frações, a 

miricitrina, na maior dose testada, também apresentou valores que ficam 

dentro desta faixa, não apresentando, portanto, atividade significativa. 

Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que as 

espécies da família Myrtaceae são ricas, sobretudo, em compostos fenólicos 

e apresentam potenciais biológicos diversificados, com destaque para 

atividade antioxidante. Uma das perspectivas seria a obtenção de maiores 

quantidades das frações hexano das espécies, haja vista que algumas destas 

frações apresentaram atividades interessantes nos testes de toxidade frente à 

A. salina, antibacteriano e antifúngico. 
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ANEXO 1. Espectro de IV (KBr) do Composto C-1 
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ANEXO 2. Espectro de RMN 
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ANEXO 3. Espectro de APT (100 MHz, CDCl3) do Composto C-1 
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ANEXO 4. Espectro de IV (KBr) da mistura de composto M-1 
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ANEXO 5. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CDCl3) da mistura de compostos M-1 

 
  



175 

ANEXO 6. Espectro de RMN 
13

C (100 MHz, CDCl3) da mistura de compostos M-1 
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ANEXO 7. Espectro de IV (KBr) do Composto C-4 
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ANEXO 8. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CD3OD) do Composto C-4 
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ANEXO 9. Espectro de RMN 
13

C (100 MHz, CD3OD) do Composto C-4 
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ANEXO 10. Espectro de IV (KBr) do Composto C-5 
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ANEXO 11. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CD3OD) do Composto C-5 
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ANEXO 12. Espectro de IV (KBr) do Composto C-6 
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ANEXO 13. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, Py) do Composto C-6 
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ANEXO 14. Espectro de RMN 
13

C (100 MHz, Py) do Composto C-6 
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ANEXO 15. Espectro de DEPT135 (Py) do Composto C-6 
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ANEXO 16. Espectro de alta resolução ESI-EM(-) do Composto C-6 
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ANEXO 17. Espectro de IV (KBr) do Composto C-7 
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ANEXO 18. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CD3OD) do Composto C-7 
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ANEXO 19. Espectro de RMN 
13

C (100 MHz, CD3OD) do Composto C-7 
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ANEXO 20. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CD3OD) do Composto C-8 
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ANEXO 21. Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CD3OD) da mistura M-2 

P2-BuOH-02.esp
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