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CUSTODIO, Dayana Lacerda Estudos anatdmicos e quimicos de Pimenta
pseudocaryophyllus (gomes) L. R. Landrum. 2009. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Este trabalho descreve a anatomia de folhas e caules e o estudo quimico das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum, uma arvore cujas folhas sdo usadas pela populagao
para fazer chd para estados gripais e na culinaria. Foram coletados segmentos do primeiro,
segundo e quarto entrenos e folhas de 10 individuos em Sao Jerdnimo da Serra — PR
(23043°34,5”S; 50043°58,7°W). Os segmentos de caules e folhas foram fixados em élcool 70% e
submetidos a técnicas usuais de microscopia e histoquimica. O caule apresenta epiderme
unisseriada recoberta por cuticula espessa e cortex parenquimatoso com cavidades secretoras
préoximo a epiderme. O tecido vascular forma um anel continuo ao redor da medula com xilema
envolto externa e internamente por floema. O quarto entrend apresenta estrutura semelhante a do
primeiro e segundo entrends, mas com crescimento secundario evidente no tecido vascular. O
peciolo apresenta epiderme unisseriada coberta por cuticula espessa, cortex parenquimatoso com
cavidades secretoras proximas a epiderme e um feixe anficrival envolto por periciclo
esclerenquimatico. A folha e hipostomatica e possui epiderme unis seriada revestida por cuticula
evidente. Sua face adaxial e glabra, mas tem muitos tricomas na face abaxial. O limbo apresenta
hipoderme multipla na face adaxial, parénquima palicadico formado por duas ou trés camadas ¢
parénquima lacunoso. Cavidades secretoras estdo presentes, especialmente no parénquima
palicadico. A nervura central e formada por epiderme unisseriada coberta por cuticula espessa,
cortex parenquimatoso com cavidades secretoras proximas a epiderme e um feixe anficrival
envolto por periciclo esclerenquimatico. Dentre os testes histoquimicos foram obtidos resultados
positivos para lipidios, compostos fendlicos, amido e oxalato de cdlcio. A espécie apresenta
caracteristicas anatomicas tipicas da familia e as cavidades secretoras presentes nas folhas e
caules estdo relacionados aos metabolitos secundarios detectados. Os dados apresentados
contribuem para o estabelecimento de um padrao anatdmico e quimico para a espécie. Foi feito o
estudo quimico do extrato das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus em acetato de etila e de seu
6leo essencial, e a atividade antimicrobiana do 6leo essencial. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagao utilizando o aparelho de Clevenger. Seus componentes foram identificados por
CG-EM, CG-DIC e pelo Indice de Kowats e o eugenol foi identificado como constituinte
majoritario. O extrato em acetato de etila (35 g) foi cromatografado em coluna de silica gel, do
qual foram obtidas as fracdes hexanica, hexano/diclorometano 50 %, diclorometanica e etanodlica.
As fragoes hexanica, hexano/diclorometano 50 % e diclorometanica foram submetidas a técnicas
de purificacdo usuais. Os constituintes isolados foram identificados através de métodos
espectrométricos (RMN, '"H/8., CG-EM, IV). Foram isolados misturas de hidrocarbonetos de
cadeias longas, acido ursolico, B-amirina € uma mistura oleosa contendo vitamina E e eugenol
como constituintes principais. Nos testes de atividade antimicrobiana, o 6leo essencial apresentou
uma boa atividade contra os microrganismos testados. A espécie apresenta potencial para o uso no
desenvolvimento de farmacos e de defensivos agricolas menos agressivos ao ambiente, uma vez
que contem constituintes quimicos de reconhecidas atividades bioldgicas (eugenol, acido ursélico
e B-amirina) e seu 6leo apresentou atividade contra microrganismos prejudiciais a saide humana e
a espécies vegetais de interesse agrondémico.

Palavras — chave: Pimenta pseudocaryophyllus-anatomia. Anatdmia vegetal. Quimica vegetal.
Botanica.



CUSTODIO, Dayana Lacerda Estudies anatomical and chemical of Pimenta
pseudocaryophyllus (gomes) L. R. Landrum. 2009. 115 f. Dissertation (Master’s degree in
Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

This paper describes the leaf and stem anatomy of Pimenta pseudocaryopyllus (Gomes) L.R.
Landrum, a tree which leaves are used by the population in the production of tea for cold and at
culinary. There were collected segments of the first, second and fourth internodes and leaves of 10
individuals in Sdo Jeronimo da Serra (23043°34,5”’S; 50043°58,7”W), Parana State. The stem and
leaf segments were fixed in 70% alcohol and submitted to the usual microtechniques. The stem
presents uniseriate epidermis covered by a thick cuticle. The cortex is parenchymatous and has
secretory cavities near the epidermis. The vascular tissues form a continuous ring around the pith
with the xylem surrounded by phloem in his internal and external face. The fourth internode
shows similar structure to the first and second internodes, but with evident secondary growth in
the wvascular tissue. The petiole shows uniseriate epidermis covered by a thick cuticle,
parenchymatous cortex with secretory cavities near the epidermis and an amphicrival bundle
surrounded by a sclerenchymatic pericycle. The leaf is hypostomatic and is characterized by a
uniseriate epidermis covered by evident cuticle. Its adaxial face is glabrous but has abundant
trichomes on the abaxial face. The leaf presents a multiple hypodermis at the upper face, a
palisade parenchyma formed by two or three layers and a spongy parenchyma with many
intercellular spaces. Several secretory cavities are present at the leaf, especially in the palisade
parenchyma. The midrib is formed by a uniseriate epidermis covered by a thick cuticle,
parenchymatous cortex with some collenchyma group cells and secretory cavities near the
epidermis and an amphicrival bundle surrounded by a sclerenchymatic pericycle. Among the
histochemical tests positive results were obtained for lipids, phenolic compounds, starch and
calcium oxalate. The species has anatomical features typical of the family and the secretory
cavities present in the leaves and stems are related to secondary metabolites detected. Chemical
and anatomical studies are needed in order to establish a pattern for the species and identify the
substances in their secondary metabolites, and their activities. There was made the chemical study
of the extract of Pimenta pseudocaryophyllus leaves in ethyl acetate and its essential oil, and the
essential oil antimicrobial activity. The essential oil was obtained by hidrodestilation using the
Clevenger apparatus. Its components were identified by CG-MS, GC-FID and by the Kowats
Index and the eugenol was identified as majoritary constituent. The extract in ethyl acetate (35g)
was chromatographed on silica gel column, which were obtained the fractions hexanic, hexane /
dichloromethane 50 %, dichloromethanic and ethanolic. The fractions hexanic, hexane /
dichloromethane 50 % and dichloromethanic were submitted to usual purification techniques. The
isolated constituents were identified through spectroscopy methods (NMR, 'H/"*¢, GC-MS, IV).
There were isolated mixture of long chairs hydrocarbons, ursolic acid, B-amyrin and an oily
mixture containing vitamin E and eugenol as the main constituent. In the antimicrobial activities
tests the essential oil showed a good activity against the tested microorganisms. The specie
presents potential to use in the development of drugs and of agricultural chemicals less agrasive to
environment, since it contains components of known biological activity in its essential oil
(eugenol) and in the extract of its leaves (ursolic acid and B-amyrin), and its essential oil presented
activity against microorganism harmful to the human health and to plants of agronomic interest.

Keywords: Pimenta pseudocaryophyllus-anatomy. Anatomy of plants. Botanical chemistry.
Botanical.
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cuticula; Ep: epiderme; Fg: flange cuticular; Fl: floema; Hp: hipoderme;

Pe: periciclo; Xi: Xilema.......cceeeiieiiiiiiieiieieeee e

Secgoes transversais do caule Pimenta pseudocaryophyllus, coletado

em Sao Jeronimo da Serra, PR, mostrando resultados positivos para os
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Figura l -

Figura 2 —

Figura 3 -

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

testes histoquimicos. (a) Corado com Sudam III; (b) corado com lugol
mostrando a bainha amilifera; (¢) corado com cloreto férrico III; (d)
detalhe mostrando idioblastos corados com cloreto férrico III; (e)
cavidade secretora mostrando material corado por cloreto férrico; (f)
cavidade secretora mostrando material corado por Sudam III. Barras=
50Qm (a—b, d, e, f) e 250Qm (c). Abreviagdes- Ba: bainha amilifera;
Cv: cavidade secretora; Cu: cuticula; Go: gota de material secretado na
cavidade secretora; Id: idioblasto; Md: medula; Tg: tricoma glandular;

TV ECIAO VASCULAT .o

Perfil cromatografico do dleo essencial extraido das folhas de Pimenta
PSEUAOCAIYOPNYIIUS .....ovvieieiieieetieeet ettt seenees
Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fracdo hexanica
obtida do extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta
PSEUAOCAINYOPNYIIUS ...ttt ettt
Correlagdo entre o nimero de carbonos e o tempo de retencdo do padrao de
hidrocarbonetos utilizado na comparagdo com a mistura de
hidrocarbonetos da fracdo hexanica obtida do extrato em acetato de ctila
das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus..............ccooveiieiieiiiiiecieiceceeeeee
Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fracdo
hexano/diclorometano 50 % obtida do extrato em acetato de etila das
folhas de Pimenta pseudocaryophyllus .............ccccveveeiieiioiieiieeeeeeee e
Perfil cromatografico da B-amirina obtida da fragdo hexano/diclorometano
50 %, obtida do extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta
PSEUAOCAIrYOPNYIIUS .....covieieiiieiieeieeeeet ettt ettt aeeaeeneas
Estrutura quimica da - amirina, obtida a partir da fracao
hexano/diclorometano 50 % extraida de folhas de Pimenta
pseudocariophyllus e comparagao com a G-amiringa ............cceeeeeveeverueeeesreeeenreennns
Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fracdo
diclorometanica obtida do extrato em acetato de etila das folhas de
Pimenta pseudocaryophyllUS............cooovieieiiieieeceeeeeee e
Estrutura quimica do acido wursdlico, obtido a partir da fracdo

diclorometano extraida de folhas de Pimenta pseudocariophyllus...........................
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CAPITULO 1

METABOLITOS SECUNDARIOS E ESTRUTURAS SECRETORAS EM PLANTAS

1 INTRODUCAO

Dé-se o nome de metabolismo ao conjunto de reagdes quimicas que ocorrem
no interior celular. Os produtos metabdlicos sdo produzidos através de interagdes complexas
entre biossintese, transporte, estocagem e degradacao. Estes processos sdo governados por
genes, que sdo influenciados pela hereditariedade, pela ontogenia (estagio de
desenvolvimento) e pelo ambiente (Robbers et al., 1997).

Primariamente, essas reagdes visam manter as exigéncias fundamentais de
sobrevivéncia da célula, sendo essas reagdes chamadas de metabolismo primario. Entretanto,
algumas dessas rotas levam a producdo de moléculas que ndo sdo essenciais a sobrevivéncia
da planta, sendo chamadas de metabolismo secundério. Os metabolitos secunddrios, apesar de
ndo serem essenciais ao desenvolvimento e crescimento da planta, fornecem algum tipo de
vantagem para o individuo que o produz. Essas moléculas apresentam uma distribuicao mais
restrita entre os organismos, sendo assim elementos de diferenciagdo e especializacdo (Taiz e
Zeiger, 2004).

Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados
produtos de excre¢ao do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades
quimicas interessantes. No entanto, atualmente e conhecido que varias dessas substincias
estdo relacionadas a sobrevivéncia da planta no ambiente. Segundo Viegas et al. (2006), alem
de serem importantes as proprias plantas, os metabolitos secundarios tem sido utilizados pela
espécie humana ha muito tempo. As civilizagdes Oriental e Ocidental tem uma historia rica
em exemplos sobre a utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, sendo que as civilizagdes egipcia, greco-romana e chinesa tiveram
maior destaque.

Os metabolitos secundarios frequentemente sao depositados em formas que
podem ser vistas ao microscopio, sendo bastante utilizadas como caracteristicas diagnosticas

por anatomistas. Essas substancias podem ser depositadas em células, em espagos
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intercelulares ou em estruturas mais elaboradas como canais revestidos por um epitélio
secretor, semelhantes aqueles presentes nas hastes de glandulas insetivoras em espécies da
familia Nepenthaceae (Metcalfe e Chalk, 1985). Embora qualquer tecido ou célula vegetal
possa realizar a biossintese de metabolitos secunddrios, parece que isso ocorre apenas em
alguns tecidos ou células especiais, devido ao grau de diferenciagdo ¢ desenvolvimento dos
mesmos. Essa produgdo de metabolitos secundarios pode estar restrita a um estagio especifico
do desenvolvimento do vegetal ou a determinadas condi¢des ecoldgicas ou ambientais
(Santos, 1999). Esse armazenamento e garantido pela presenga de mecanismos responsaveis
pela condug¢do e concentracdo adequada desses compostos nas plantas. Os metabolitos
secundarios mais hidrofilicos tendem a ser armazenados nos vacuolos, enquanto os lipofilicos
se acumulam em ductos ou ligam-se aos componentes celulares lipofilicos, como membranas,
ceras cuticulares e lignina (Wink, 1990 apud Santos, 1999). Em muitas espécies, a biossintese
esta restrita a um o6rgao, podendo os produtos ser armazenados em toda a planta ou em 6rgdos
diferentes, através de um sistema de transporte intercelular (Santos, 1999).

As rotas de metabolitos secundérios sdo mais especificas em relacao as do
metabolismo primario, podendo ser ativadas durante determinados periodos de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse provocados por limitagdes nutricionais ou ataque
de microrganismos (Mann, 1987 apud Santos, 1999).

A origem dos metabolitos secundérios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermedidrios principais, o acido chiquimico e o acetato
(Figura 1). Os metabolitos secunddrios podem estar na forma livre, sendo chamado de
aglicona ou genina; ou, podem estar conjugados a acucares formando os heterosideos. A partir
do acido chiquimico originam-se os aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos
metabolitos secundarios aromaticos. Outros sao resultantes da combinacdo de uma unidade de
acido chiquimico ¢ uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste, como as
antraquinonas, os flavonoides e os taninos condensados. Os derivados do acetato podem ser
classificados, segundo a via metabdlica, em derivados do acetato via ciclo do acido citrico,

derivados do acetato via mevalonato e produtos da condensagdo do acetato (Santos, 1999).
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Figura 1 — Esquema das vias de metabolismo secundario.
Fonte: Santos (1999).

2 PRINCIPAIS GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

2.1 MATERIAIS LIPOFILICOS

2.1.1 Terpenos e Esteroides

Os materiais lipofilicos secretados pelas plantas podem ser terpenos, acidos
graxos, agliconas flavonoidicas e ceras. Os 6leos essenciais e as resinas, que contem uma
grande variedade de terpenos sdo diferenciados pelo peso molecular de seus componentes,
sendo que o primeiro e formado por terpenos de baixo peso molecular e o segundo por
terpenos de alto peso molecular (Fahn, 1988).

Bruneton (1991) ressalta que terpenos e esteroides, elaborados a partir dos
mesmos precursores, constituem um amplo conjunto de metabolitos secundarios dos vegetais.

A existéncia dessas moléculas esta relacionada a trés sequencias fundamentais: formagao do
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isopreno a partir da acetil-Coa via acido mevaldnico; acoplamento cabecacauda das unidades
Cs formando monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos e politerpenos;
acoplamento cauda-cauda das unidades de C;s e C,, formando os triterpenos, esteroides e

carotenos (Tabela 1).

Tabela 1 — Classes de Terpenoides.

Node M° de unmidades de carbono MNome ou classe

umidades de

1sopreno

1 5 A Isopreno

2 10 A Monoterpenoides
3 15 P Sesquiterpendides
4 20 A Diterpenodides

5 55 PPy Py Py Sesterterpenoides
6 30 PN P N N Triterpendides

8 10 P Y Y Y Tetraterpenoides
n n Polisoprenoides

Fonte: Santos (1999).

Os Ooleos volateis sdo, em geral, misturas complexas formadas
principalmente por mono e sesquiterpenodides (Figura 2). No entanto, podem apresentar
também fenilpropandides, uma classe de compostos fendlicos que serd mencionada mais
adiante. Sdo também chamados de 6leos essenciais, 0leos etéreos ou esséncias. Sdo bastante
volateis, geralmente apresentam aroma agradéavel, sabor acre e picante. Normalmente sdo
incolores ou ligeiramente amarelados, com algumas exce¢des como o 6leo essencial extraido
de camomila, que apresenta coloragdo azulada devido seu alto teor de azulenos. Apresentam
pouca estabilidade, principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais e, a
maioria, possui indice de refragdo. Os Oleos essenciais sdo opticamente ativos, propriedade

utilizada na sua identificagdo e controle da qualidade (Bruneton, 1991).



21

|
o IR
S *‘n] R =

LA
L, @ x
P S - e

-~ 0OH [~ N

| j\ OH N

~ = N N

mircenao mentaol alfa-pinena canona neralidaol heta-cariofileno

Figura 2 — Monoterpenos ¢ sesquiterpenos encontrados em 6leos essenciais.

Por um tempo, os 6leos essenciais foram considerados com um desperdicio
fisiolégico ou como produtos de desintoxica¢do. Atualmente, considera-se a existéncia de
funcdes ecologicas, especialmente como inibidores da germinag¢do, na protecdo contra
predadores atuando como repelentes por sua agdo inseticida e dissuasiva alimentar, reduzindo
a herbivoria, na atracao de polinizadores, como no caso dos osmoforos, na protecao contra a
perda de dgua e aumento da temperatura, entre outras (Appezzato-da-Gloria e Carmello-
Guerreiro, 2003; Duradeva e Pichersky, 2008).

Os 6leos essenciais apresentam diversas propriedades farmacologicas, tais
como: ac¢ao carminativa, acdo antiespasmodica, acdo estimulante, acdo cardiovascular, agao
irritante topica ou repulsiva, a¢do secreolitica, agdes sobre o Sistema Nervoso Central (SNC),
acdo anéstesica local, acdo antiinflamatoria, acdo anti-séptica (Bruneton, 1991).

Os terpenos de maior peso molecular, como os triterpenos, tetraterpenos e
polisoprenoides estdo presentes nas resinas. As resinas tem um papel importante na defesa
contra patogenos, através do bloqueio de ferimentos e, assim como os 6leos essenciais,
também afastam os insetos, reduzindo a herbivoria (Appezzato-da-Gloria e Carmello-
Guerreiro, 2003).

Os materiais lipofilicos sdo secretados por diversas estruturas tais como
idioblastos, superficies epidérmicas, tricomas, cavidades, ductos e emergéncias (Fahn,1988;
Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2003). Muitas estruturas secretoras de material
lipofilico podem produzir outras substancias. Os tricomas secretores de Inula viscosa Ait., por
exemplo, secretam polissacarideos e proteinas alem do material lipofilico (Fahn, 1988).

Muitas das espécies conhecidas como medicinais, sao utilizadas mesmo sem
conhecimento sobre as estruturas secretoras presentes na espécie. Considerando essa escassez
de informagdes sobre estruturas secretoras em plantas medicinais, Silva e Machado (1999)

estudaram a estrutura e o desenvolvimento dos tricomas secretores presentes em folhas de
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Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Piperaceae), encontrando dois tipos de tricomas
secretores: glandulas peroladas e tricomas saculiformes (Figura 3). As glandulas peroladas
ocorreram isoladas ou agrupadas em ambas as faces do limbo foliar, sendo mais abundantes
na face abaxial das folhas em desenvolvimento, presentes no apice vegetativo. Os tricomas
saculiformes recobrem toda a extensdo das folhas jovens, formando uma densa cobertura em

ambas as faces do limbo.

Figura3— Tricomas secretores em folhas de Piper regnellii var. regnellii.: glandulas
peroladas(GP) e tricomas saculiformes (TS).
Fonte: Silva; Machado (1999).

Donato ¢ Morretes (2007), em um estudo de anatomia foliar de Eugenia
brasiliensis Lam. (Myrtaceae), encontraram varias cavidades secretoras que, segundo
Metcalfe e Chalk (1985), sdo caracteristicas da familia. Essas estruturas apresentaram
resultados positivos para lipideos (Figura 4) e também foram encontrados lipideos nas células

da epiderme (Donato e Morretes, 2007).

Figura 4 — Cavidade secretora no peciolo de Eugenia brasiliensis Lam. mostrando resultado
positivo para materiais lipofilicos (seta) e cavidade secretora no limbo foliar e
drusas (d).

Fonte: Donato; Morretes (2007).
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Sant’ Anna-Santos et al. (2006), em um estudo de anatomia e histoquimica
da espécie Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae), encontraram canais contendo materiais

com resultado positivo para 6leos essenciais com o Reagente de Nadi (Figura 5).

4
r“‘# h, = W S S ; "-
i#ﬂ' pm = F"t '.@j 0pm .

Figura 5 — Ductos secretores no caule de Spodias dulcis (Anacardiaceae). O asterisco indica que o
resultado positivo foi obtido tanto no interior do ducto, quanto no epitélio do ducto.
Fonte: Sant’anna-Santos et al. (2006).

Na espécie Hypericum perforatum L. (Hypericaceae), amplamente
conhecida e utilizada como antidepressivo e calmante, foram encontrados canais e glandulas
secretoras (Figura 6) de diversas substancias, entre elas, materiais lipofilicos (Ciccarelli et al.,
2001).

E
4

vl

Figura 6 — Glandula e canal em Hypericum perforatum mostrando resultado positivo para materiais
lipofilicos.
Fonte: Ciccarelli et al. (2001).

Palhares (2003), em um estudo com a espécie Eugenia dysenterica DC,
conhecida popularmente como cagaita e utilizada no combate a diarreia, encontrou em suas
folhas uma grande quantidade de glandulas dispersas no parénquima (Figura 7). O autor
observou também que drusas e idioblastos contendo cristais romboédricos de oxalato de

calcio ocorriam apenas ocasionalmente. Ainda no mesmo estudo, o autor observou uma
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reacdo intensa com cloreto férrico, relacionada a grande quantidade de taninos, o que
corrobora com o uso antidiarreico, assim como observou que o mesofilo ¢ o floema da

nervura primaria sdo locais de deposicao de taninos na espécie.

Figura 7 — Corte transversal da nervura principal de Eugenia dysenterica mostrando glandula com

conteudo lipidico.
Fonte: Palhares (2003).

Vieira et al. (2001) em um estudo anatdmico e analise quimica de folhas de
Rustia formosa (Cham. & Schiltdl. ex DC.) Klotzsch., uma espécie arbustiva da familia
Rubiaceae, observaram cavidades secretoras entre os parénquimas palicadico e lacunoso na
lamina foliar, e na regido cortical do peciolo (Figura 8). As cavidades secretoras observadas
eram formadas por um espacgo intercelular revestido por células epiteliais, as quais sdo
responsaveis pela secrecdo e deposito na cavidade. Os testes histoquimicos realizados com
Sudan IIT indicaram a presenca de lipideos nas células epiteliais. No mesmo trabalho foi
realizado um estudo quimico do 6leo presente nas folhas e secretado pelas cavidades, sendo o
componente majoritario encontrado no mesmo, a curzerenona, substancia conhecida por sua

atividade antiinflamatoria.

Curzerenona

Figura 8 — Cavidades secretoras (seta) de Rustia formosa (Rubiaceae) e estrutura quimica da

curzerenona.
Fonte: Vieira et al. (2001).
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Os materiais lipofilicos também estdo presentes em tricomas glandulares,
como em Salvia aurea L. (Lamiaceae), que apresenta tricomas glandulares (Figura 9) com
seis a oito células secretoras arranjadas em circulo, secretores do 6leo essencial produzido

pela planta rico em canfora (Serrato-Valenti et al., 1997).

canfora

Figura 9 — Tricoma glandular de Salvia aurea mostrando resultado positivo para terpenos (seta) e
estrutura quimica da canfora.
Fonte: Serrato-Valenti et al. (1997).

Sacchetti et al. (1999), encontraram tricomas secretores de materiais
lipofilicos (Figura 10) em Calceolaria adscendens Lidl. (Scrophulariaceae), espécie nativa da

America do Sul e utilizada por apresentar propriedades digestivas, diuréticas e bactericidas.

Figura 10 — Tricoma glandular da folha de Calceolaria adscendens (Scrophulariaceae) mostrando os
vacuolos das células secretoras (H), da silva do pedunculo (S) e da célula base (B) do
tricoma contendo secregdes (setas), espacos subcuticulares contendo secrecdes (setas) e
cuticula parcialmente rompida (*).

Fonte: Sacchetti et al. (1999).

Martins (2002), em um estudo da anatomia das folhas de Mentha spicata L.

e de Mentha spicata x suaveolens (Lamiaceae), encontrou tricomas glandulares capitados e
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peltados (Figura 11), sendo que os primeiros estao presentes em maior nimero em ambas as

espécies.

Figura 11 — Tricomas glandulares capitado e peltado em Mentha spicata (cb: célula Basal, cp: célula
peduncular, ca: célula apical, es: espaco subcuticular, pc: parede celular, e: epiderme).
Fonte: Martins (2002).

2.1.2 Heterosideos Cardioativos

Esse grupo e representado por esterdides caracterizados por uma alta
especificidade e grande agdo sobre o musculo cardiaco. Esses esterdides ocorrem como
glicosideos esteroidais e devido sua agdo sobre o musculo cardiaco sao chamados glicosideos
cardioativos ou cardiacos. No reino vegetal, os glicosideos cardioativos sdo restritos as
Angiospermas, mostrando que existem especificidades no metabolismo esteroidal das
mesmas. Estdo restritos a plantas das familias Plantaginaceae (Digitalis), Apocynaceae
(Asclepias, Nerium ¢ Thevetia), Ruscaceae (Urginea ¢ Convallaria), Ranunculaceae
(Helleborus e Adonis) e ainda em Brassicaceae, Celastraceae, Fabaceae, Moraceae ¢
Malvaceae (Santos, 1999).

As principais drogas utilizadas sdo extraidas de Digitalis purpurea L.
(digitoxina) e D. lanata Ehrh. (digitoxina e digoxina) (Figura 12), responsaveis por 90% da
producao total dos heterosideos cardioativos (Santos, 1999). Na tabela 2, seguem as principais

fontes e componentes de interesse clinico.
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Trgitoxina

Digoxina

Figura 12 — Estruturas quimicas da digoxina e digitoxina.

Tabela 2 — Principais fontes de heterosideos cardioativos e componentes de interesse
clinico. O tracejado na tabela significa que ndo ha substancia correspondente
(Santos, 1999).
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(folhas)
D lanata | lanatosideoc A glicose + ac. | digitoxina digitoxose digitoxigening
Ehrh_ {folhas) | lamatosidec B acetico gitoxina gitoxigenina
lanatosidee C digotoxina digoxigenina
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R arifima
Baker (bulba)

2.1.3 Saponinas

As saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, que
possuem uma parte lipofilica e outra hidrofilica, o que explica a propriedade de redu¢do da
tensdo superficial da dgua e suas agdes detergente e emulsificante. As saponinas tem elevada
massa molecular e estruturas complexas devido a presenca de estruturas com um variado

numero de agucares (em cadeias lineares ou ramificadas) e diversas agliconas, o que dificulta
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seu isolamento e elucidagdo estrutural. As saponinas podem ser classificadas pelo seu carater
em acidas, basicas ou neutras, ou conforme sua aglicona, em esteroidais e triterpénicas
(Bruneton, 1991).

As saponinas apresentam uma distribuicdo restrita, sendo as saponinas
esteroidais encontradas principalmente em Liliaceae, Dioscoreaceae, Agavaceae,
Scrophulariaceae e Solanaceae. Ja as saponinas triterpénenicas estdo presentes nas familias
Sapindaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, Caryophylaceae e Araliaceae (Santos, 1999).

As saponinas sdo componentes importantes para a agdo de muitas drogas
vegetais, entre elas, aquelas usadas como expectorantes como a Polygala senega L. (poligala)
e Primula veris L. (primula), e diuréticas como a Smilax sp. (salsaparilha) e Herniaria glabra
L. Outros usos farmacéuticos sdo como adjuvantes para aumentar a absor¢do de outros
medicamentos através do aumento da solubilidade ou interferéncia nos mecanismos de
absor¢do (Santos, 1999).

Murgu et al. (2008), em um estudo quimico dos frutos de Sapindus
saponaria L., espécie conhecida como sabao-de-soldado, isolaram a saponina triterpénica 3-
O-(B-D-xilopiranosil)-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina
(Figura 13). Albiero et al. (2001) em um estudo anatomico de Sapindus saponaria encontrou
cavidades secretoras nos frutos (Figura 14). Segundo esse autor, a espécie ocorre nas regides
norte, nordeste e centro-oeste do Brasil, e seus frutos sdo utilizados como sabdo, no banho e
no combate a ulceras feridas na pele e inflamagdes. As cavidades secretoras encontradas por
Albiero et al. (2001), podem estar relacionadas com as saponinas encontradas por Murgu et al.

(2008), considerando que a parte utilizada da planta sdo os frutos.
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Figura 13— Estrutura da saponina 3-O-(B-D-xilopiranosil)-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-
Larabinopiranosil-hederagenina obtida dos frutos de Sapindus saponaria.
Fonte: Murgu et al.(2008).
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Figura 14 — Cavidade secretora (cs) presente nos frutos de Sapindus saponaria, (cv) cavidade
secretora; (en) endocarpo; (ep) exocarpo; (fv) feixe vascular; (mp) mesocarpo.
Fonte: Albiero et al. (2001).

Negri (2005) em uma revisdo sobre produtos naturais com agdo
hipoglicemiante, cita que calendasaponinas, isoladas das flores de Calendula officinalis L.

(Figura 15), apresentaram efeito inibitdrio sobre o aumento do nivel de glicose no sangue.
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Figura 15 — Saponinas isoladas de Calendula officinalis.
Fonte: Negri (2005).
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2.2 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo polimeros de estrutura aldeidica ou cetdnica que
apresentam alto peso molecular. Cada molécula de acucar e ligada a vizinha por intermédio de
uma ligacdo osidica formada pela ligagdo da hidroxila hemiacetalica em C-1 com qualquer
das hidroxilas da outra molécula de acticar, com eliminacdo de uma molécula de dgua. Esses
produtos sdo amplamente distribuidos no ambiente e sdo essenciais a todos os organismos.
Ocorrem em bactérias e fungos (dextranos e goma xantana), em algas (4cidos alginicos,
carragenanas, Agar-agar) ¢ em vegetais superiores (amido, celulose, gomas, mucilagens e
pectinas) (Dewick, 2002).

Os polissacarideos dos vegetais superiores sdo divididos em homogéneos e
heterogéneos. Os primeiros sdo o amido (polissacarideo de reserva), a celulose e as
hemiceluloses (participam da constituigdo do corpo da planta). Entre os polissacarideos
heterogéneos, encontramos as gomas, mucilagens e pectinas (Bruneton, 1991).

Gomas e mucilagens diferem entre si principalmente pela viscosidade, que e
maior nas gomas que nas mucilagens (Fahn, 1988).

Quimicamente as gomas sdo formadas por dacidos urdnicos, além de
acucares comuns. As gomas sdo substancias secretadas quando ocorrem lesdes causadas por
traumatismo ou pela acdo de microrganismos na planta. A secre¢do de gomas também pode
estar relacionada a um processo de adaptagcdo a certas condigdes climaticas como a seca
(Bruneton, 1991). As principais gomas utilizadas sdo: goma arabica (produzida por Acacia
senegal (L.) Willd. (Fabaceae) e outras espécies do género), goma caraia (extraida de
Sterculia tomentosa Guill. et Perr. e S. urens Roxb. (Sterculiaceae) ou de Cochlospermum
gossypium DC. (Bixaceae)), goma gati (obtida de Anogeissus latifélia Wall. (Combretaceae) e
goma adraganta (extraida de Astragalus gummifer Labill. (Fabaceae) (Robbers et al., 1997).

As mucilagens podem ser neutras, sendo formadas por agucares comuns, ou
acidas, que, assim como as gomas, apresentam acidos urdnicos em sua composi¢do. Dentre as
mucilagens, o guar (obtido de Cyamopsis tetragonolobus Taub. (Fabaceae) e “goma”
carouba (retirada das sementes de Ceratonia siliqua L. (Fabaceae), vem sendo as mais
estudadas e utilizadas. As mucilagens, ao contrario das gomas, sdo constituintes comuns a
planta, ndo estando relacionados a alteragcdes patologicas. Sdo frequentes em sementes e
parecem estar relacionadas com a retengdo de agua para auxiliar na germinagdo, porem

podem ocorrer também em outros érgaos vegetais (Bruneton, 1991).
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As mucilagens estdo presentes nas células do parénquima aquifero,
auxiliando na reten¢do de agua pelo mesmo, devido sua caracteristica hidrofila. Esse tipo de
parénquima e encontrado em folhas e caules de plantas suculentas, como as Cactaceae, € em
folhas e raizes de plantas epifitas e xerdfitas. Espécies que sdo sujeitas ao estresse salino,
como Rhizophora mangle, também podem ter grandes quantidades deste tecido nos seus
orgados (Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2003).

As pectinas sdo macromoléculas glicidicas, presentes na lamela media das
paredes celulares, sendo abundantes em frutos. Quimicamente, sdo formadas por polimeros de
acido galacturénico, podendo apresentar intercalagcdes de raminose, ramificagcdes de galactose,
arabinose ou xilose. Auxiliam na retencao de agua na planta. As pectinas sao utilizadas como
reguladores intestinais, € na indudstria alimenticia como estabilizante (Fahn, 1988).

As estruturas relacionadas a secre¢do de mucilagens e gomas sdo
idioblastos, cavidades, ductos, superficies epidérmicas, parénquima e tricomas. Tais estruturas
estdo presentes em diversos orgaos de varias familias como Apocynaceae, Cactaceae,
Clusiaceae, Fabaceae, Malvaceae, Rubiaceae e Rutaceae (Appezzato-da-Gloria e Carmello-
Guerreiro, 2003).

Serrato-Valenti et al. (1997), em um estudo de anatomia e histoquimica de
Salvia aurea (Lamiaceae), encontraram nos tricomas glandulares de suas folhas, gotas com

materiais polissacarideos (Figura 16).

Figura 16 — C¢lula secretora de tricoma glandular de Salvia aurea, mostrando uma gota de material
polissacarideo no espacgo subcuticular.
Fonte: Serrato-Valenti et al. (1997).



32

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos incluem substancias com uma grande diversidade
de estruturas, simples e complexas (Tabela 3), que apresentam o minimo de um anel
aromatico, no qual, pelo menos um hidrogénio e substituido por um grupo hidroxila (Dewick,

2002).

Tabela 3 — Classes de compostos fendlicos (Santos, 1999).

Esqueleto Classe de compostos fendlicos

basico

Ca Fendis simples e benzoquinonas

Ce-C1 Acidos fenolicos

Co-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropanodides: &dcidos cimamicos e compostos analogos,
felpropenos, cumarinas, 1SOCUNMATINAS € CION0NAs

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 XNantonas

Coe-C2-Co Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-Co Flavondides e isoflavondides

(C6-C3) Licnanas

(Co-C3-Caln Dnflavonoides

(C6)n Melaninas vegetails

(C6-C3)y Licninas

(CH-Cl)g Tamnos hidrolisavels

(C6e-C3-C6)g Taninos condensados

As estruturas envolvidas na secre¢cdo de compostos fendlicos sao idioblastos
e células epiteliais, que delimitam cavidades ou ductos, que secretam material heterogéneo de
natureza mista, como os presentes nas cavidades de Eucalyptus sp. L’Her. ¢ nos ductos do
caule de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Appezzato-da-Gloria ¢ Carmello-Guerreiro,
2003).

Compostos fendlicos foram identificados em ductos presentes no caule e em
tricomas (Figura 17) presentes nas folhas de Siegesbeckia orientalis L. (Asteraceae) (Aguilera
et al., 2004).
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Figura 17— Tricoma glandular e corte longitudinal do ducto de Siegesbeckia orientalis mostrando
resultados positivos para compostos fenolicos na célula da cabega do tricoma e no
ducto. Ct: cuticula, ES: espago subcuticular, Ca: célula da cabeca do tricoma, PE:

pedunculo, Du: ducto.
Fonte: Aguilera et al. (2004).

Idioblastos contendo compostos fenolicos foram encontrados por Toledo et
al. (2004), num estudo anatémico das folhas de Cunila microcephala Benth. (Lamiaceac)
(Figura 18).

Figura 18 — Células da nervura principal de Cunila microcephala contendo compostos fendlicos(cf)
Fonte: Toledo et al. (2004).

Sant’Anna-Santos et al. (2006) encontraram idioblastos (Figura 19)
contendo compostos fenodlicos no caule de Spondias dulcis, espécie conhecida por secretar

uma goma que possui agao medicinal.
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Figura 19 — Idioblastos contendo compostos fendlicos no caule de Spondias dulcis.
Fonte: Sant’ Anna-Santos et al. (2006).

2.3.1 Fenilpropanoides

Sao compostos fendlicos bastante encontrados em oleos essenciais. Sua
biossintese inicia-se com a fenilalanina e/ou com a tirosina, que pela acdo da fenilalanina
amonialiase (PAL) e da tirosina amonialiase (TAL), perde uma molécula de amdnia formando
os acidos cinamicos (Bruneton, 1991). Segundo o mesmo autor, estas substancias sao
formadas a partir do acido chiquimico, que forma as unidades basicas dos acidos cinamico e
p-cumarico (Figura 20). Estes, por meio de reducdes enzimaticas produzem propenilbenzenos
e/ou alilbenzenos e, por meio de oxidagdes com degrada¢do das cadeias laterais, geram

aldeidos enzimaticos, obtendo-se uma grande variedade de estruturas (Figura 21).
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Figura 20 — Esquema da sintese de fenilpropandides.
Fonte: Santos. (1999).
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Figura 21 — Exemplos de fenilpropandides.

35



36

2.3.2 Ligninas

As ligninas sdo macromoléculas (polimeros da unidade C¢-C3) que podem
estar presentes nas paredes das células vegetais, conferindo rigidez a estas. Trata-se de um
grupo complexo, havendo mais de 500 ligninas relatadas na literatura. As principais sao:
lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas, oligolignoides e heterolignoides.

As ligninas s3o amplamente distribuidas no reino vegetal, sendo as plantas de grande porte
ricas em lignanas, enquanto que as plantas de pequeno porte apresentam maior quantidade de
neolignanas (Gottieb e Yoshida, 1984).

Baseado em fotoquimica comparada, Gottlieb (1982 apud Santos 1999)
mostrou que as ligninas sdo indicadores do processo evolutivo em angiospermas e
desempenham um papel na adaptagdo ecologica. Existem indicios de que essas substancias
estejam envolvidas em interagdes de plantas com fungos, insetos ou com outras plantas.
Ainda segundo o autor, e conhecido que algumas ligninas acumulam-se em madeira em
resposta a ferimentos mecanicos ou ao ataque de microrganismos € que apresentam
propriedades defensivas contra insetos, como o efeito antialimentar induzido pela piperenona,
isolada de Piper futokadzura Sieb. (Piperaceae). A tabela 4 mostra exemplos de ligninas que

veem sendo estudadas e as atividades encontradas nas mesmas.

Tabela 4 — Ligninas estudadas, a planta de origem e sua atividade.

Espécie Substancia Atividade detectada

Larrea cuneifolia Cav. | Acido nordi-handrogualaretico Antitumoral
(Zvgophyllaceae) Antifiingica

Antioxidante

Aagralia salicifolia Antunflamatoria

Milaxim. (Magnoliaceae)

Schizandra chinensis C. Amnti-hepatoxica

(Schizandraceas)

Adagrnolia officinale | Honoguinol Relaxante muscular
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2.3.3 Flavonoides

Os flavonoides estdo entre os grupos de compostos fendlicos de maior
importancia entre produtos de origem vegetal, sendo a maioria encontrada em angiospermas
(Bruneton, 1991). Segundo Cseke et al. (2006), os flavondides podem ter estrutura variada, no
entanto, a maioria apresenta 15 dtomos de carbono no seu nucleo fundamental, formado por
duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos triciclicos, as

unidades sao chamadas de A, B e C (Figura 22).
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Figura 22 — Esqueleto de flavonoide.

Os flavondides naturais normalmente encontram-se oxigenados ou
conjugados com agucares, chamados heterosideos (Santos, 1999). Na tabela 5, estdo
representadas as principais classes de flavonoides e suas propriedades biologicas mais

importantes.
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Tabela 5 — Classes de flavondides e principais propriedades bioldgicas.

Classes Numero de estruturas | Caracferisticas
conhecidas

Flavonas, flavonois e | 1660 Copigmentacio de flores:

seus O-heferosideos protetores confra raios UV nas
folhas

C-heterosideos 303

Antocianos 256 Pigmentacdo do vermelho até o
azul

Chalconas 197 Pigmentacio amarela

Auronas 29 Pigmentacio amarela

Di-hidro-flavonas 110 Estio presentes freqiientemente na
madeira

Flavanonas 319 Podem apresentar sabor amargo

Di-hidro-chalconas 71 Podem apresentar sabor amargo

Flavanas, 309 Substancias adstringentes com

leucoantocianidinas e propriedades tanantes (propriedade

proantocianidinas de se combinar com as proteinas
das peles dos amimais tornado-as
umputresciveis

Isoflavonoides 630 Propriedades estrogénicas e/ou
antifungicas

Neoflavonoides 70

Biflavonoides 134 Propriedades anfifingicas

Outras estruturas 100

Fonte: Santos (1999).

Nas plantas, os flavonodides apresentam varias fungdes, como: protecao

contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de protecdo contra insetos, fungos,

virus e bactérias; atraentes de animais com finalidade de polinizagdo; antioxidantes; controle

da acdao de hormdnios vegetais, agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas (Santos, 1999).

Pizzolatti et al. (2003), em um estudo quimico de Bauhinia forficata Link.

(Fabaceae), uma espécie arborea utilizada como agente diurético, hipoglicemiante, tonico,

depurativo, contra a elefantiase ¢ na redu¢do da glicosuria, identificou o kanferol e cinco

flavonoides glicosilados a parti das flores e folhas da espécie (Figura 23).
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2.3.4 Taninos
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Estruturas dos flavonoides identificados: kanferol (1) e flavonoides glicosilados (2-6)

Os taninos sdo substancias fendlicas, com massa variando entre 500 e 3000

Dalton, sdao soltiveis em agua e apresentam a capacidade de formar complexos insoliveis em

agua com alcaldides e proteinas (Santos, 1999).

Os taninos podem ser classificados em dois grupos: taninos condensados e

taninos hidrolisaveis, que diferem entre si pela sua estrutura e por sua origem biogenética. Os

taninos hidrolisaveis sdo caracterizados como ésteres de B- D- glucose e acidos fendlicos:

acido galico (taninos galicos) e acido hexahidroxidifénico e seus derivados (taninos elagicos).

Os taninos condensados sdo oligdmeros e polimeros formados por duas ou mais unidades

flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, sendo resistentes a hidrolise (Bruneton, 1991). A casuarinina

(Figura 24) e um exemplo de tanino hidrolisavel extraido de raizes de Syphoneugena

densiflora Berg. (Myrtaceae) por Gallo et al. (2006), enquanto que a outra estrutura na figura

e um exemplo de tanino condensado, mostrando a repeticdo de uma unidade basica, que foi

isolado de Magonia pubescens St. Hil. (Sapindaceae), por Silva et al. (2004). Essa substancia
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apresentou atividade larvicida sobre Aedes aegypti, mostrando-se importante objeto de estudo

para o homem.
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Figura 24 — Exemplos de taninos hidrolisavel e condensado. Casuarinina isolada de Syphoneugena

densiflora.
Fonte: Gallo et al. (2006) e tanino catéquico obtido de Magonia pubescens Silva et al. (2004).

Os taninos, assim como os demais compostos fendlicos agem como
dissuasivo alimentar contribuindo para a redugdo da herbivora, e em casos de estresse hidrico,
os compostos fenolicos acumulados nos vactiolos garantem a manutencao da estrutura celular
e a integridade dos tecidos (Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2003).

Acredita-se que as atividades farmacologicas dos taninos sejam
consequéncias de trés caracteristicas gerais que os compostos desse grupo apresentam em
maior ou menor grau: 1) complicacdo com ions metalicos (ferro, maganés, vanadio, cobre,
aluminio, calcio, entre outros); 2) atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e 3)
habilidade de complexar com outras moléculas incluindo macromoléculas tais como proteinas
e polissacarideos. Suspeita-se que os modos de agdo dos taninos no tratamento de doengas
estejam ligados a essas propriedades (Santos, 1999). Espécies vegetais ricas em taninos sao
utilizadas em casos de diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,

queimaduras, problemas estomacais (azia, ndusea, gastrite e ulcera gastrica), problemas renais
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e do sistema urinario ¢ processos inflamatérios em geral (Monteiro et al., 2005). Testes in
vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros mostraram diversas
atividades biologicas tais como acdo bactericida e fungicida, antitumoral, moluscicida e
antitumoral (Monteiro et al., 2005).

Os idioblastos taniniferos estdo presentes em varios orgdos de espécies de
Crassulaceae, como nas folhas de Crassula sp. L., Cyperaceae, como no caule de Cyperus sp. L.,
e Ericaceae, Fabaceae ¢ Myrtaceae, como nas folhas de Eucalyptus sp. L’Her (Appezzato-da-
Gloria e Carmello-Guerreiro, 2003). Tubos taniniferos tem sido encontrados na madeira de alguns

géneros de Annonaceae, Canellaceae, Lamiaceae, Magnoliaceae e Myristicaceae (Metcalfe e

Chalk, 1985).

2.3.5 Quinonas

Segundo Bruneton (1991) as quinonas sdo substincias oxigenadas, que
correspondem a oxigenacdo de compostos aromaticos, caracterizados por um grupamento 1,4-
dicetociclohexa-2,5-dieno ou 1,2-dicetociclohexa-3,5-dieno. A principal caracteristica desse
grupo ¢ a presenca de dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo
menos duas ligagcdes duplas C-C. Devido ao tipo de ciclo no qual o sistema de ligagdes duplas e
cetonas esta inserido, as quinonas sdo classificadas em trés grupos principais: benzoquinonas,

naftoquinonas e antraquinonas (Figura 25).
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Figura 25 — Classes de quinonas.
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Nas plantas, as quinonas tem um papel de defesa contra insetos, fungos
patogénicos, alem de apresentarem fungao alelopatica (Bruneton, 1991). A atividade laxante e
a principal utilizagdo terapéutica da maioria dos vegetais que contem quinonas e, neste caso,
as antroquinonas sdo as substancias ativas. Naftoquinonas apresentam atividades variadas,
como atividade antileishmania, antibacteriana, antifungica e antitumoral. Benzoquinonas,
como a primina € perezona, apresentaram atividade contra tripanossomatideos.
Industrialmente as quinonas sdo utilizadas como corantes alimentares, por exemplo, a
chiconina (extraida de Alkanna tinctoria Tausch., Boraginaceae) (Santos, 1999).

Moreira et al. (2006), em um estudo quimico do extrato hexanico do caule
de Tectona grandi L.F. (Verbenaceae), espécie que possui madeira bastante utilizada na
carpintaria e na industria naval, isolaram lapachol e desidro-a-lapachona (naftoquinonas) e

tectoquinona e obtusifolina (antraquinonas) (Figura 26).
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Figura 26 — Estrutura quimica das quinonas isoladas de Tectona grandi. Tectoquinona (1), lapachol
(2), obtusifolina (3) e desidro-a-lapachona (4)
Fonte: Moreira et al. (2006).

2.4 ALCALOIDES

Os alcaldides formam um grande grupo de metabolitos secundarios que

podem ser de origem vegetal, microbiana e animal. Uma defini¢do exata para a classe e dificil



44

devido a auséncia de separacao entre alcaldides propriamente ditos € aminas complexas que
ocorrem no ambiente. Anteriormente, o termo alcaloide implicava em bases com atividade
farmacoldgica originadas de plantas. Entretanto, essa defini¢do tem sido reestruturada e,
atualmente, o termo engloba a maioria de produtos naturais contendo nitrogénio, com a
exce¢do de aminoacidos simples, proteinas e substancias de origem policetidica contendo
nitrogénio, assim como aminoglicosideos antibidticos (Cseke et al., 2006). Os alcaldides que
apresentam um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sdo chamados de alcaldides
verdadeiros e sdo classificados conforme o sistema anelar presente na molécula (Figura 27).
As substancias com o dtomo de nitrogénio ndo pertencente a um sistema heterociclico sao
designadas como protoalcaloides. Substancias nitrogenadas com e sem anéis heterociclicos

que ndo sdo derivados de aminoécidos sdo chamados de pseudoalcaldides (Bruneton, 1991).
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Figura 27 — Classes de alcaloides.
Fonte: Cseke et al. (2006).

Os alcaldides podem ser encontrados em todos os oOrgdos do vegetal,
contudo haverd um acumulo em um ou mais 6rgaos. Esse acimulo pode ocorrer nos tecidos
com crescimento ativo, nas células epidérmicas e hipodérmicas, nas bainhas vasculares e nos
laticiferos (Santos, 1999). Em relagdo a sua localizagdo intercelular, os alcaldides sdo
sintetizados no reticulo endoplasmatico, acumulando-se nos vactiolos. O local de estoque dos

alcaldides frequentemente e diferente daquele onde e sintetizado. Um exemplo bastante
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conhecido ¢ o da nicotina, que e produzido nas raizes das plantas de Nicotiana tabacum L.
(Solanaceae), mas e translocado para as folhas, onde e armazenado (Santos, 1999).

Os alcaloides apresentam uma fun¢do de defesa na planta contra a invasdo
de microrganismos e virus e também contra animais, provavelmente devido sua toxicidade ou
ao sabor amargo que a maioria deles possui. Outras fungdes tem sido sugeridas a essa classe
de compostos, tais como, produtos de detoxificagdo de substidncias nocivas geradas pela
planta no metabolismo primario, reserva de nitrogénio, inibidores da germinagdo, devido seu
poder quelante e/ou citotoxico, auxilio na manuten¢do do equilibrio idnico devido seu carater
alcalino e prote¢ao contra irradiagdo ultravioleta, devido ao fato de, em sua maior parte, serem
compostos com nucleos aromaticos altamente absorventes dessa radiagao (Santos, 1999).

Essa classe apresenta diversos compostos com atividades bioldgicas, tais
como emetina (amebicida e emético (que causa vOmito), atropina, hiosciamina e
escopolamina (anticolinérgicos), reserpina, protoveratina A (anti-hipertensivos), quinina
(antimalarico), camptotecina, vimblastina e vincristina (antitumorais), codeina e noscapina
(antitussigenos), morfina (hipnoanalgésico), quinidina (depressor cardiaco), cafeina
(estimulante do SNC), teobromina e teofilina (diuréticos), colchicina (tratamento da gota),
tubocurarina (miorrelaxante), efedrina (simpatomimético (imita os efeitos da estimulagido do
sistema nervoso simpatico), castanospermina (antiviral), entre outros (Viegas et al., 2006).

Albiero et al. (2001) em um estudo anatomico de Sapindus saponaria,
encontrou tricomas glandulares (Figura 28) nas folhas e teste histoquimico positivo para

lugol, sugerindo a presenca de alcaloides.

Figura 28 — Tricoma glandular (tg) na epiderme abaxial ¢ estomato (et) da folha de Sapindus
saponaria.
Fonte: Albiero et al. (2001).



46

Reacdes positivas para alcaldides (Figura 29) foram encontradas no limen
de ductos e em células da endoderme do caule de Siegesbeckia orientalis L. (Asteraceae),
conhecida como botdo-de-ouro no Brasil, e bastante utilizada na medicina chinesa em

tratamentos antialérgicos (Aguilera et al., 2004).
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Figura 29 — Reagéo positiva para alcaldides no ducto (Du) presente no parénquima (P) e nas células
da endoderme (En) do caule de Siegesbeckia orientalis.
Fonte: Aguilera et al. (2004).

Ciccarelli et al. (2001), em um estudo da anatomia de Hypericum
perforatum encontrou glandulas translucidas nas folhas e canais secretores nas sépalas e

pétalas, ambas estruturas com resultados positivos para alcaldides (Figura 30).

Figura 30 — Glandula translucida (A) e canal secretor (B) de Hypericum perforatum. Reagdo
positiva para alcaldides
Fonte Ciccarelli et al. (2001).
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Diante desse contexto, o estudo tanto anatémico, quanto quimico de
espécies medicinais se mostra necessario, pois assim pode-se adquirir o conhecimento
necessario para seu uso seguro. Segundo Donato e Morretes (2005), o uso de plantas
identificadas erroneamente e uma atitude arriscada, podendo levar a inobservancia dos efeitos
farmacoldgicos previstos ou a reagdes indesejaveis, devido a presenga de substancias toxicas
nas plantas.

Considerando esse cendrio, o objetivo do presente trabalho e fazer um
estudo da anatomia das folhas e caules de Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R.

Landrum (capitulo 2) e um estudo quimico das folhas da mesma (capitulo 3).

3 O GENERO PIMENTA

A familia Myrtaceae apresenta uma distribuicdo predominantemente
pantropical e subtropical, concentrada na regido neotropical e na Australia. A familia inclui
cerca de 130 géneros e 4000 espécies. Na flora brasileira, ¢ uma das familias mais
representativas com 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies (Souza e Lorenzi, 2005).

Pimenta Lindl. ¢ um dos géneros e é formado por arvores de pequeno a
médio porte ou menos frequentemente arbustos, confinado na regido do Caribe e America
Central, com exce¢ao de algumas espécies nativas do sudeste brasileiro (Landrum, 1986).

Varias espécies do género Pimenta sdo utilizadas como medicinais ¢ veem
sendo estudadas. Saenz et al. (2004) em um estudo com Oleos essenciais verificaram que
Pimenta racemosa var. grisea (Kiarskou) Fosberg ¢ Pimenta racemosa var. terebinthina
(Burret) Landrum L., utilizadas respectivamente por suas propriedades antiinflamatérias e no
tratamento de reumatismo e dor de dente, apresentaram atividade antibacteriana.

Fernandez et al. (2001) estudaram o efeito antiinflamatério de Pimenta
racemosa var. ozua (P. Miller) J. W. Moore, espécie conhecida pelo nome de ozua na
Republica Dominicana e que tem seu 6leo essencial extraido a partir de folhas usado pela
populagdo no tratamento de casos de reumatismo, dores de dente, contra estados gripais e
dores abdominais. Os autores conseguiram resultados promissores através da redugdo de
edemas induzidos em ratos pela aplicagdo oral e topica do extrato metandlico das folhas da

planta.
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Suarez et al. (1997) em um trabalho com Pimenta dioica (L.) Merrill, nativa
da America central que e utilizada no tratamento de pressdo alta, alta taxa de glicose no
sangue e digestdo irregular, estudaram o seu efeito cardiovascular administrando fra¢des de
extratos etandlicos € aquosos a ratos.

De acordo com Paula et al. (2008), em um estudo farmacognostico realizado
com folhas de P. pseudocaryophyllus, foi obtida uma quantidade apreciavel de compostos
fenolicos, flavondides e taninos, detectados através de métodos diversos, sugerindo que esta
espécie possui um importante potencial fitoterapéutico a ser investigado.

Sakita et al. (1994) realizaram um estudo com o o6leo essencial de P.
pseudocaryophyllus detectando ¢ identificando onze componentes: o-pineno, B-pineno,
metileptenona, o-copaeno, linalol, B-cariofileno, neral, geranial, geraniol, que foram

confirmados pelos seus respectivos padroes.

3.1 PIMENTA PSEUDOCARYOPHYLLUS (GOMES) L.R. LANDRUM

Pimenta pseudocaryophyllus e uma arvore que ocorre nos estados da Bahia,
Minas Gerais, Goias ate Santa Catarina, nas regides de altitude em florestas e caatingas e ¢
conhecida popularmente como craveiro ou cravo-do-campo; nomes provavelmente
relacionados ao aroma semelhante ao de cravo-da-india. Suas folhas sdo utilizadas pela
populagdo na produgdo de chas para estados gripais € na culindria para aromatizacao de doces
caseiros. Sua madeira e empregada localmente para obras internas em carpintaria, bem como
para lenha e carvao. Os frutos sdo muito procurados por passaros (Lorenzi, 2002).

A espécie e uma planta aromatica, com 4 a 10 m de altura, podendo ocorrer
como arbusto em certas regides. Apresenta tronco geralmente ereto, com 20 a 30 cm de
diametro, com periderme fissurada. As folhas sdo inteiras, simples, elipticas, peninérveas,
opostas-cruzadas, glabras ou densamente cobertas por pelos prateados ou amarelados. Folhas
prateadas na face inferior, com 5 a 10 cm de comprimento ¢ 2 a 4 cm de largura, sobre um
peciolo de 1 a 2 mm. As inflorescéncias sao em paniculas ou dicésios, com 7 a 15 flores
brancas muito perfumadas (Figura 31). Possui fruto do tipo baga, de polpa suculenta, com 1

ou 2 sementes muito duras (Lorenzi, 2002).
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Figura 31— Pimenta pseudocaryophyllus. A, ramo com inflorescéncias do tipo panicula; B, flor
apos queda das bracteas; C, corte longitudinal do ovario mostrando os l6culos; D, corte
longitudinal do ovario mostrando um léculo; E, corte transversal do ovério; F, semente;
G, corte da semente mostrando o embrido espiral.

Fonte: Landrum. (1986).

A espécie e semidecidua, heliofita, seletiva xerdfita, pioneira, caracteristica
e exclusiva de matas de altitude e da caatinga. Pouco exigente quanto a qualidade do solo,
ocorre geralmente como populacio homogénea em solos pobres, bem arenosos e drenados
(Lorenzo, 2002).

O presente trabalho foi realizado com individuos de uma populagao de Sao
Jeronimo da Serra. Este municipio esta localizado na regido do Médio Tibagi, entre o
Segundo e Terceiro Planaltos. A regido apresenta morfologia bastante acidentada, tipica de
areas de transicao entre planaltos, com declividades apreciaveis e ocorréncia de “pareddes” e
relevos escarpados onde a ocupacdo humana e dificultada. Por ser uma area de transicao
geoldgica apresenta solos com baixa fertilidade. O clima e o Cfa/Cfb (misto) subtropical
umido, com verdo quente a moderadamente quente, com temperatura media de 19,5°C,
chegando a 26°C no verdo e 14,5°C no inverno. A pluviosidade media e de 1700 mm.
Apresenta vegetagdo formada de cerrado com estrato herbaceo continuo e lenhoso composto

por partes quase iguais de arbustos e arvores dispersos (Sa, 2004).
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ANATOMIA DE CAULE E FOLHA DE PIMENTA PSEUDOCARYOPHYLLUS
(GOMES) L.R. LANDRUM (MYRTACEAE)

Resumo

Este trabalho descreve a anatomia de folhas ¢ caules de Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)
L.R. Landrum, uma arvore cujas folhas sdo usadas pela populagdo para fazer cha para estados
gripais e na culindria. Foram coletados segmentos do primeiro, segundo e quarto entrenos e
folhas de 10 individuos em Sao Jerénimo da Serra — PR (23043°34,5”’S; 50043°58,7°W). Os
segmentos de caules e folhas foram fixados em alcool 70% e submetidos a técnicas usuais de
microscopia e histoquimica. O caule apresenta epiderme unisseriada recoberta por cuticula
espessa e cortex parenquimatoso com cavidades secretoras proximo a epiderme. O tecido
vascular forma um anel continuo ao redor da medula com xilema envolto externa e
internamente por floema. O quarto entrend apresenta estrutura semelhante a do primeiro e
segundo entrends, mas com crescimento secunddrio evidente no tecido vascular. O peciolo
apresenta epiderme unisseriada coberta por cuticula espessa, cortex parenquimatoso com
cavidades secretoras proximas a epiderme e um feixe anficrival envolto por periciclo
esclerenquimdtico. A folha e hipostomdtica e possui epiderme unisseriada revestida por
cuticula evidente. Sua face adaxial e glabra, mas tem muitos tricomas na face abaxial. O
limbo foliar apresenta hipoderme multipla na face superior, parénquima pali¢ddico formado
por duas ou trés camadas e parénquima lacunoso. Varias cavidades secretoras estao presentes,
especialmente no parénquima palicddico. A nervura central e formada por epiderme
unisseriada coberta por cuticula espessa, cortex parenquimatoso com cavidades secretoras
proximas a epiderme e um feixe anficrival envolto por periciclo esclerenquimatico. Dentre os
testes histoquimicos foram obtidos resultados positivos para lipidios, compostos fendlicos,
amido e oxalato de célcio. A espécie apresenta caracteristicas anatomicas tipicas da familia e
as cavidades secretoras presentes nas folhas e caules estdo relacionados aos metabolitos
secundarios detectados. Os dados apresentados contribuem para o estabelecimento de um
padrdo anatdomico e quimico para a espécie.

Palavras chave: Pimenta  pseudocaryophyllus.  Cavidades  secretoras. =~ Metabolitos
secundarios.

Abstract

This paper describes the leaf and stem anatomy of Pimenta pseudocaryopyllus (Gomes) L.R.
Landrum, a tree which leaves are used by the population in the production of tea for cold and
at culinary. There were collected segments of the first, second and fourth internodes and
leaves of 10 individuals in S3ao Jeronimo da Serra (23043°34,5”S; 50043°58,7°W), Parana
State. The stem and leaf segments were fixed in 70% alcohol and submitted to the usual
microtechniques and histochemistry. The stem presents uniseriate epidermis covered by a
thick cuticle. The cortex is parenchymatous and has secretory cavities near the epidermis. The
vascular tissues form a continuous ring around the pith with the xylem surrounded by phloem
in his internal and external face. The fourth internode shows similar structure to the first and
second internodes, but with evident secondary growth in the vascular tissue. The petiole
shows uniseriate epidermis covered by a thick cuticle, parenchymatous cortex with secretory
cavities near the epidermis and an amphicrival bundle surrounded by a sclerenchymatic
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pericycle. The leaf is hypostomatic and is characterized by a uniseriate epidermis covered by
evident cuticle. Its adaxial face is glabrous but has abundant trichomes on the abaxial face.
The leaf presents a multiple hypodermis at the upper face, a palisade parenchyma formed by
two or three layers and a spongy parenchyma with many intercellular spaces. Several
secretory cavities are present at the leaf, especially in the palisade parenchyma. The midrib is
formed by an uniseriate epidermis covered by a thick cuticle, parenchymatous cortex with
some collenchyma group cells and secretory cavities near the epidermis and an amphicrival
bundle surrounded by a sclerenchymatic pericycle. Among the histochemical tests positive
results were obtained for lipids, phenolic compounds, starch and calcium oxalate. The species
has anatomical features typical of the family and the secretory cavities present in the leaves
and stems are related to secondary metabolites detected. Chemical and anatomical studies are
needed in order to establish a pattern for the species and identify the substances in their
secondary metabolites, and their activities.

Keywords: Pimenta pseudocaryophyllus. Secretory cavities. Secondary metabolites.

1 INTRODUCAO

O estudo de plantas medicinais envolve diversas areas da ciéncia. A
anatomia vegetal contribui para o estudo de espécies medicinais, principalmente em relagdo a
identificacdo e ao controle de qualidade dos vegetais comercializados. A diagnose de
fitoterdpicos e feita inicialmente pela analise morfologica de seus Orgdos vegetativos e
reprodutivos e de suas caracteristicas organolépticas. Contudo, o conhecimento de sua
micromorfologia, e bastante importante para o estabelecimento de paradigmas, com os quais
as amostras de exemplares vegetais, utilizados como farmacos, possam ser comparadas,
comprovando sua autenticidade. O uso de plantas identificadas erroneamente e uma atitude
arriscada, podendo levar a inobservancia dos efeitos farmacoldgicos previstos ou a reagdes
indesejaveis, devido a presencga de substancias toxicas nas plantas [1,2].

Estruturas secretoras e materiais secretados sdo de grande interesse para os
anatomistas e sistematas, pois eles frequentemente ddo uma aparéncia distintiva aos padrdes
celulares nas plantas que estdo presentes. Alem disso, a distribuicdo restrita de algumas
estruturas serve como um valioso diagnostico [3].

Ciccarelli et al. [4] estudando Hypericum perforatum L. (Hypericaceae),
espécie utilizada tradicionalmente como calmante, antidepressivo e antiinflamatdrio,
encontraram glandulas translucidas na lamina foliar e também nas sépalas e pétalas e trés
tipos de canais presentes em toda a planta. Duarte e Debur [5], em estudo com Maytenus
ilicifolia Mart. Ex Reiss. (Celastraceae), utilizada no tratamento de problemas gastricos

(gastrites e ulceras) [6], encontraram cristais primasticos € compostos fenolicos no caule e nas
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folhas da espécie. Sant’ Anna-Santos et al. [7] avaliaram a anatomia e a histoquimica das
estruturas secretoras do caule de Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae) e encontraram
idioblastos taniniferos e ductos com secre¢do complexa formada por 6leos essenciais,
polissacarideos e compostos fendlicos. Silva e Machado [8] estudaram a estrutura e o
desenvolvimento dos tricomas secretores presentes em folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC.
var. regnellii, encontrando dois tipos de tricomas secretores: glandulas peroladas e tricomas
saculiformes. Vieira et al. [9] em um estudo anatdmico e analise quimica de folhas de Rustia
formosa (Cham. & Schitdl. ex DC.) Klotzsch, observaram cavidades secretoras de lipideos
entre os parénquimas palicadico e lacunoso na lamina foliar, e na regido cortical do peciolo.

Segundo Metcalfe e Chalk [10], cavidades secretoras sdao comuns em
Mpyrtaceae. Esta familia apresenta uma distribuicdo predominantemente pantropical e
subtropical, concentrada na regido neotropical e na Australia. A familia inclui cerca de 130
géneros e 4000 espécies. Na flora brasileira, € uma das familias mais representativas com 23
géneros e aproximadamente 1000 espécies [11].

Em folhas de Psidium widgrenianum Berg. (Myrtaceae), popularmente
conhecida como aragd, a qual apresenta atividades anti-inflamatoria e antineopldsica, Donato
e Morretes [1] encontraram cavidades arredondadas, secretoras de Oleos essenciais
distribuidas pelas duas faces da lamina foliar e drusas de oxalato de calcio proximas aos
feixes vasculares. Estes autores [2] avaliaram a anatomia foliar de Eugenia brasiliensis Lam.
(Myrtaceae) provenientes de areas de restinga e de floresta e encontraram nliimerosas
cavidades secretoras de oleos essenciais nas duas faces da lamina foliar, sendo esse niimero
maior nas folhas provenientes da area de restinga. Palhares [12], em um estudo com a espécie
Eugenia dysenterica DC, utilizada no combate a diarreia, encontrou em suas folhas uma
grande quantidade de glandulas dispersas no parénquima. O autor observou também que
drusas e idioblastos contendo cristais romboédricos de oxalato de célcio ocorriam apenas
ocasionalmente.

Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum, conhecida como
craveiro, tem suas folhas utilizadas pela populagdo na producdo de chas para estados gripais e
na culindria para aromatiza¢do de doces caseiros [13]. Considerando o uso dessa espécie
como medicinal e a importancia do conhecimento sobre a mesma, esse estudo tem como
objetivo fornecer informagdes sobre a anatomia e histoquimica de caules e folhas de P.

pseudocaryophyllus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DA PLANTA

A coleta de P. pseudocaryophyllus foi realizada em fragmento de vegetagdo
(23°43°30” S e 50°43°47” W), localizado no Municipio de Sao Jeronimo da Serra, PR. O
material testemunho foi depositado no Herbario da Universidade Estadual de Londrina sob
niumero FUEL 43025. Para o estudo anatomico foram coletados ramos e folhas de 10
individuos, sendo cinco folhas (do segundo no), e dois ramos por individuo. As folhas e os
ramos foram conservados em alcool 70%. Para os testes histoquimicos foram utilizados ramos
e folhas recém coletados, armazenados em sacos plédsticos com o ar saturado de agua e
trazidos ao laboratdrio. Para a microscopia eletronica de varredura, foram coletadas cinco
folhas do segundo no (uma folha por individuo), que foram seccionadas e os fragmentos
foram colocados no fixador primario (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0% em tampao

fosfato 0,1 M (pH 7,2)) por 24 horas a temperatura ambiente.

2.2 ESTUDOS ANATOMICOS DE PIMENTA PSEUDOCARYOPHYLLUS

2.2.1 Anatomia de Caule e Folhas

Dos ramos e folhas fixados foram confeccionadas laminas permanentes e
semipermanentes seguindo os procedimentos usuais descritos por Johansen [14] e Kraus e
Arduim [15], respectivamente. As laminas permanentes foram coradas com azul de astra-
fucsina bésica [16]. Foram utilizados segmentos do primeiro, segundo e quarto entrenés dos
ramos, segmentos da regido mediana do peciolo e segmentos, de cerca de 1 cm2, da nervura
central, da drea internervural e do bordo na regido mediana do limbo foliar.

O estudo anatdmico do caule foi completado com o macerado do mesmo,
utilizando acido cromico 10% e acido nitrico 10%, na propor¢ao de 1:1 (solugdo de Jeffrey).
O material foi colocado nesta solugdo ate o seu amolecimento. Em seguida, foi lavado em
agua destilada e posteriormente em etanol 50%. O material foi entdo mantido em safranina
1% em etanol 50% [15]. O estudo anatomico das folhas foi completado com a diafanizag¢do
deste 6rgao, com a dissociacdo da epiderme e com microscopia eletronica de varredura. Para a
diafanizacao, folhas foram colocadas em Hidroxido de s6dio 5% e mantidas em estufa a 37°

ate o seu clareamento. Em seguida o material foi lavado em agua destilada varias vezes e
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transferido para Cloral Hidrato (1,6:1) por uma semana. Posteriormente, a folha foi lavada
com agua e mantida neste liquido por uma noite. Em seguida o material foi colocado em
etanol 70% e posteriormente corado em safranina 1% em etanol 50%, desidratado em série
alcoodlica ¢ montado em balsamo-docanada [15].

A dissociagdo da epiderme foi feita pelo método de Jefrey [17]. Segmentos
de 1 cm2 da regido internervural foram mantidos na solucao de Jeffrey ate ocorrer a
dissociacdo da epiderme. Apos limpeza e lavagem, a epiderme foi corada com safranina
aquosa diluida e montada em gelatina glicerinada.

As laminas de caule e de folhas foram analisadas e fotografadas em
microscopio optico MOTIC B1-SERIES acoplado a uma camera MOTICAM 2300 3.0 MP
Live Resolution, utilizando o programa Motic Images Plus version 2.0 ML. As folhas
diafanizadas foram analisadas e fotografadas no microscopio estereoscopico LEICA MZ 12.5.

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Laboratorio de
Microscopia ¢ Microanalise da Universidade Estadual de Londrina. As folhas fixadas no
fixador primario foram posteriormente lavadas em tampao fosfato (pH 7,2) 0,1M, sendo 3
banhos de 10 minutos cada. O material foi entdo pds-fixado em tetroxido de osmio 1% por 2
horas em temperatura ambiente. Em seguida o material foi lavado em tampao fosfato 0,1M
(pH 7,2) em 3 banhos de 10 minutos cada. Apos essa etapa o material passou por uma serie de
desidratagdo alcodlica e foi submetido a secagem para obtengdo do ponto critico no Critical
Point Dryer CPD 0,30 (Bal-Tec). Em seguida as amostras foram recobertas com uma pelicula
de ouro (40nm) em um Spulter Coater SCD 050 (Bal-Tec). As amostras foram montadas em

“stubs” e analisadas em microscopio eletronico de varredura FEI-QUANTA 200.

2.2.2 Testes Histoquimicos

Foram realizados testes histoquimicos em caules e folhas, a fresco, para
verificar a ocorréncia de substancias especificas. Para isto, sec¢des a mao livre foram obtidas
e submetidas aos seguintes testes: identificacdo de carbonato de cdlcio e oxalato de célcio
com HCI 10% [15], de substancias fenolicas com Cloreto férrico I1I, amido com Lugol [14] e

lipideos com Sudan III [15].
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3 RESULTADOS

3.1 ANATOMIA DO CAULE

A espécie apresenta o primeiro (Figura la) e o segundo entrends com
estruturas semelhantes. Ambos apresentam epiderme unisseriada com presenca de cuticula
espessa (Figura 1b), tricomas secretores (Figura 1c) e tectores. O cortex e parenquimatoso e
apresenta varias cavidades secretoras esquizdgenas de seccdo circular localizadas na sua
porcao mais externa (Figura la, b). O tecido vascular forma um anel em torno da medula e ¢
formado por xilema revestido interna e externamente por floema (Figura 1d). Em ambos os
entrends, ndo ha crescimento secundario evidente. O quarto entrend apresenta estrutura
semelhante aos dois primeiros (Figura le, f), porem pode ser observado crescimento

secundario evidente no mesmo (Figura 1g, h).



Figural— Seccdes transversais do caule de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em Sao
Jerénimo da Serra, PR. (a) Primeiro entrend; (b) cavidade secretora no segundo
entrend; (c¢) tricoma glandular no primeiro entrend; (d) tecido vascular no primeiro
entrend; (e) quarto entrend; (f) cavidade secretora no quarto entreno; (g e h) tecido
vascular no quarto entrend. Barras = 50um (a, b, d, e, f, g, h) e 25um (c). AbreviacGes-
Ca: cambio vascular; Cv: cavidade secretora; Cu: cuticula; Ep: epiderme; Fl: floema;
Md: medula; Pa: parénquima; Pr: procdmbio; Tg: tricoma glandular; Tv: tecido
vascular; Xi: xilema.

60
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O xilema e constituido por uma grande quantidade de fibras libriformes,
células parenquimaticas e diferentes tipos de elementos de vaso, sendo alguns mais longos e

finos e outros mais estreitos e largos, porem todos com extremidades afiladas (Figura 2).
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Figura 2 — Macerado do xilema do caule de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em Sao
Jerénimo da Serra, PR. Barras= 50um. Abreviagdes- Ce: células parenquimaticas;
Fi: fibras libriformes; El: elementos de vaso.

3.2 ANATOMIA DA FOLHA

Em secgdo transversal, o peciolo apresenta superficie adaxial plana a
ligeiramente concava e a abaxial convexa (Figura 3a). Apresenta epiderme unisseriada
recoberta por cuticula espessa e cortex formado por parénquima com algumas regides de
colénquima localizadas na sua por¢ao mais externa (Figura 3b, c). As cavidades secretoras
ocorrem em toda a periferia do peciolo e sdo semelhantes as encontradas no caule (Figura 3a,
¢). O tecido vascular e formado por um feixe anficrival em forma de meia lua, envolvido por
periciclo esclerenquimatico (Figura 3a, b, d). Nota-se xilema secundario ja desenvolvido

(Figura 3d).
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Figura 3 — Secg¢des transversais do peciolo de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em Sao
Jerébnimo da Serra, PR. (a, b) Aspecto geral; (c) cavidade secretora; (d) feixe
vascular. Barras= 250um (a) e 50um (b, c, d). Abreviacdes- Co: colénquima; Cv:
cavidade secretora; Cu: cuticula; Ep: epiderme; Fl: floema; Mx: metaxilema; PA:
parénquima; Pe: periciclo; Px: protoxilema; Tv: tecido vascular; Xi: xilema; Xp:
xilema primario; Xs: xilema secundario.

A epiderme da face adaxial da folha de P. pseudocaryophyllus apresenta,
em vista frontal, células com dimensdes e formas variadas, com paredes anticlinais espessas €
onduladas (Figura 4a, b). A face adaxial e glabra e ndo apresenta estomatos (Figura 4c),
porem foram visualizadas regides onde as células epidérmicas estdo dispostas radialmente
(Figura 4b), com aparéncia de base de tricoma (Figura 4d). Sdo cicatrizes deixadas apds a
queda destes tricomas, pois eles foram encontrados em abundancia em folhas jovens. Foram
encontradas regides formadas por duas ou trés células, circundadas por células epidérmicas
menores, representando as células que recobrem as cavidades secretoras (Figura 4a).

A face abaxial apresenta epiderme com muitos estomatos (Figura 4e, f),
predominantemente anomociticos, € tricomas tectores unicelulares longos (Figura 4g, h). Suas
c¢lulas apresentam dimensdes e formas variadas, com paredes anticlinais espessas (Figura

4e).
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Figura 4 — Dissociagdo epidérmica e Microscopia eletronica de Varredura das epidermes
adaxial e abaxial de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em S&o Jerénimo
da Serra, PR. (a) epiderme adaxial mostrando as células que revestem as
cavidades secretoras; (b) epiderme adaxial mostrando cicatriz; (c) superficie
da epiderme adaxial; (d) detalhe na epiderme adaxial de possivel base de
tricoma; (e) epiderme abaxial mostrando células que revestem as cavidades
secretoras; (f) epiderme abaxial; (g) detalhe de estomato na face abaxial; (h)
epiderme abaxial mostrando tricomas tectores. Barras= 10um (d), 20um (g),
25um (a, b, e, f) e 300um (c, h). Abreviacdes- Bt: base de tricoma; Ci:
cicatriz; Cr: células que revestem a cavidade secretora; Ei: epiderme abaxial;
Es: epiderme adaxial; Et: estomato; Tr: tricoma tector.

A espécie apresenta padrao de venagao camptédromo-broquidédromo, com
nervuras de primeira a quarta ordem, aréolas de formato irregular, distribuidas sem orientagao

preferencial no limbo foliar (Figura 5).
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Figura 5 — Folhas difanizadas de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em Sao Jerénimo
da Serra, PR. (a) Regido apical; (b) regido mediana; (c¢) margem foliar; (d)
regido de internervura. Barras= 325um (d), 525 pm (c) e 1,25 mm (a e b).
Abreviacdes- Ac: arcos; Ar: aréolas; Te: terminagdes vasculares.

A lamina foliar é dorsiventral, caracterizada por mesofilo heterogéneo com
parénquima paligadico, formado por duas a trés camadas, voltado para a face superior e
parénquima lacunoso formado por sete a nove camadas voltado para a face inferior (Figura
6a). A epiderme, tanto na face adaxial quanto na abaxial, apresenta-se unisseriada, coberta por
cuticula espessa. Na face adaxial, observa-se hipoderme formada por duas ou trés camadas de
células um pouco maiores que as epidérmicas (Figura 6a). Os feixes vasculares sdo do tipo
colateral e sdo providos de uma bainha de células esclerenquimadticas que apresenta extensdes
voltadas para ambas as faces da folha (Figura 6b). Apresenta muitas cavidades secretoras
esquizoégenas, semelhantes as encontradas no caule (Figura 6a, c - ¢), sendo a maioria junto ao

parénquima palig¢adico.
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Figura 6 — Microscopia eletronica de Varredura e Microscopia Optica de secgdes transversais
do limbo foliar de Pimenta pseudocaryophyllus coletado em Sdo Jer6nimo da
Serra, PR. (a) Aspecto geral; (b) nervura de pequeno porte; (c) cavidade secretora
junto ao parénquima lacunoso; (d) detalhe da cavidade secretora; (e) drusas de
oxalato de calcio no mesofilo. Barras= 25um (d) e 50um (a, b, ¢ e ). Abreviagoes-
Cv: cavidade secretora; Cu: cuticula; Dr: drusa; Eb: extensdo da bainha; Ed:
endoderme; FEi: epiderme abaxial; Es: epiderme adaxial; Fl: floema; Hp:
hipoderme; Pe: periciclo; Pl: parénquima lacunoso; Pp: parénquima pali¢cadico; Xi:
xilema.

A nervura central e formada por um feixe anficrival, semelhante ao
encontrado no peciolo, também envolto por um periciclo esclerenquimatico (Figura 7a - ¢). O
cortex e formado por parénquima e algumas regides de colénquima. A epiderme e unisseriada,
sendo glabra na face adaxial e densamente pilosa na face abaxial. Apresenta hipoderme na
face adaxial.

A borda apresenta-se levemente fletida em diregdo a face abaxial e possui
aspecto semelhante a regido de internervura, apresentando colénquima em sua extremidade e

espessamento maior da cuticula formando flanges cuticulares (Figura 7d).



66

Figura7 — Secgdes transversais da nervura central e bordo foliar de Pimenta
pseudocaryophyllus coletado em S&o Jerdnimo da Serra, PR. (a) Nervura
mediana; (b) detalhe do feixe anficrival na nervura mediana; (c) detalhe do feixe
mostrando o periciclo; (d) bordo foliar. Barras= 50um (b, ¢, d) e 200um (a).
Abreviagdes- Co: colénquima; Cu: cuticula; Ep: epiderme; Fg: flange cuticular;
Fl1: floema; Hp: hipoderme; Pe: periciclo; Xi: xilema.

3.3 TESTES HISTOQUIMICOS

Nos testes histoquimicos, constatou-se a presenca de lipideos na cuticula da
epiderme de folhas e caules (Figura 8a) e drusas de oxalato de célcio em ambos os 6rgaos.
Foram encontrados grdos de amido formando uma bainha amilifera ao redor do tecido
vascular no caule e no peciolo (Figura 8b) e idioblastos com compostos fenolicos em caules e
folhas (Figura 8c, d). Nas cavidades secretoras de caules e folhas foram obtidos resultados

positivos para compostos fendlicos e para lipideos (Figura 8e, f).
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Figura 8 — Secg¢des transversais do caule Pimenta pseudocaryophyllus, coletado em Sao
Jerébnimo da Serra, PR, mostrando resultados positivos para os testes
histoquimicos. (a) Corado com Sudam III; (b) corado com lugol mostrando a
bainha amilifera; (c) corado com cloreto férrico III; (d) detalhe mostrando
idioblastos corados com cloreto férrico III; (e) cavidade secretora mostrando
material corado por cloreto férrico; (f) cavidade secretora mostrando material
corado por Sudam III. Barras= 50um (a —b, d, e, f) e 250pum (c). Abreviagdes-
Ba: bainha amilifera; Cv: cavidade secretora; Cu: cuticula; Go: gota de
material secretado na cavidade secretora; Id: idioblasto; Md: medula; Tg:
tricoma glandular; Tv: tecido vascular.

4 DISCUSSAO

Pimenta pseudocaryophyllus apresenta caracteristicas anatomicas tipicas da
familia Myrtaceae, tais como a presenca de floema interno ao xilema e de cavidades
secretoras [3]. Esse arranjo do tecido vascular foi observado também em Psidium guajava L.
[18].

Ciccarelli et al. [4] encontraram dois tipos diferentes de canais secretores no
caule de Hypericum perforatum com resultados positivos para alcaldides, lipideos, resinas e
taninos. Canais secretores também foram relatados em Spondias dulcis [7] como estruturas
secretoras de lipideos, terpendides e compostos fenolicos.

Epiderme adaxial e abaxial com células de dimensdes variadas e paredes
anticlinais espessas, grande quantidade de estomatos, predominantemente anomociticos e

tricomas tectores unicelulares longos na epiderme abaxial sdo descritos também por Paula et
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al. [19] para a mesma espécie. Folhas hipostomadticas, com estomatos anomociticos foram
observadas também em Psidium widgrenianum [1], Eugenia dysenterica [12] e Eugenia
brasiliensis [2], e segundo Metcalfe e Chalk [10] sdo comuns em Myrtaceae.

Os tricomas simples e longos encontrados na espécie analisada sdo bastante
comuns em Myrtaceae e ddo a sensacdao aveludada ao tocar a superficie onde eles estdo
presentes. Essas estruturas podem aparecer em apenas uma ou em ambas as faces da folha,
sendo que em P. pseudocaryophyllus eles estdo presentes apenas na face abaxial [10].

Na face adaxial ndo foram encontrados estdmatos e tricomas, contudo, ha
algumas regides onde as células epidérmicas estdo dispostas radialmente, indicando a base de
um tricoma, mostrando que em determinada fase a espécie apresentou tricomas na epiderme
adaxial, o que pode ser confirmado pela observagdo de folhas em desenvolvimento. Essas
regides na epiderme sdo também observadas na mesma espécie por Paula et al. [19], sendo
chamadas de cicatrizes. Essas estruturas sdo também relatadas por Landrum [20].

Alem dessas cicatrizes, foram encontradas regidoes formadas por duas ou trés
células, circundadas por células epidérmicas menores, sendo essas regides elementos que
recobrem as cavidades secretoras. Isto também foi observado em individuos da mesma
espécie coletados nos estados de Goids e Minas Gerais [19]. Conjuntos de células epidérmicas
recobrindo cavidades secretoras sdo relatados também em Eugenia dysenterica [12], Eugenia
brasiliensis [2], Marlierea suaveolens Gard. [21] e em Gomidesia nitida (Vell.) Legr. [22].
Estruturas semelhantes foram encontradas na face adaxial das folhas de Psidium
widgrenianum [1], onde sdo formadas por um par de células de formato reniforme ou
assemelhando-se a asas de borboleta. Fontenelle et al. [23] chamam essas células que
recobrem as cavidades secretoras de OLC (overlying cells). Nas espécies de Eugenia
estudadas por estes autores, elas estdo presentes em ambas as epidermes e podem ser
encontradas isoladas, aos pares ou em trios.

O padrdo de venagdo observado para P. pseudocaryophyllus e similar ao
padrdo relatado por Cardoso e Sajo [24] para a mesma espécie.

No presente trabalho, foi constatada a presenca de um feixe anficrival no
peciolo e na nervura central da folha. Paula et al. [19] encontrou para a espécie um feixe
vascular de estrutura semelhante na nervura central e no peciolo, sendo observado pelos
autores a presenca de células parenquimaticas portadoras de cristais de oxalato de célcio no
floema externo. Feixe anficrival no peciolo e relatado também em Eugenia brasiliensis [2].
Estrutura semelhante na nervura central foi encontrada também em Maytenus ilicifolia [5].

Bordo foliar similar ao de P. pseudocaryophyllus foi observado em Eugenia brasiliensis [2].
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Folha dorsiventral com hipoderme formada por duas a trés camadas de
células localizada abaixo da epiderme adaxial, e varias cavidades secretoras voltadas
predominantemente para a face adaxial foi observado por Paula et al. [19] em estudo com a
mesma espécie. No entanto, para uma confirmagdo segura da identificagdo como hipoderme
seria necessario um estudo de ontogenia para o conhecimento da origem dessa estrutura.
Segundo Metcalfe e Chalk [10] uma epiderme multipla formada ontogeneticamente pelas
divisdes periclinais de uma camada simples de epiderme ndo e facilmente diferenciada de
uma hipoderme, formada por divisdes das células subjacentes a epiderme.

Segundo Solereder apud Paula et al. [19], cavidades secretoras esquizogenas
sao comuns em Myrtaceae. Cavidades secretoras esquizogenas foram encontradas também em
folhas de Eugenia brasiliensis [2], Eugenia dysenterica [12], Psidium guajava [18] e Psidium
widggrenianum [1]. Feixes vasculares menores do tipo colateral providos de uma bainha de
células esclerenquimaticas foram relatados em Psidium guajava [18] e em Eugenia
brasiliensis [2].

Lipideos presentes na cuticula e epiderme e bainha amilifera foram
observados também em Psidium widgrenianum [1] e em Eugenia brasiliensis [2]. Idiob
contendo compostos fenolicos foram relatados em caules de Spondias dulcis [7], em folhas e
caules de Psidium guajava [18], em folhas de Maytenus ilicifolia [5] e Eugenia brasiliensis
[2]. Bainha amilifera no peciolo foi observada também em Psidium widgrenianum [1] ¢ em
Eugenia brasiliensis [2].

Nas cavidades secretoras foram obtidos resultados positivos para compostos
fendlicos e para lipideos, mostrando tratar-se de um conteido complexo. A presenca de
cavidades secretoras, abundancia notavel de compostos fendlicos, como taninos, cristais
solitarios ou agrupados formados de oxalato de célcio sdo caracteristicas comum de
Myrtaceae [10].

Cavidades secretoras podem produzir apenas terpenos ou uma mistura de
terpenos com carboidratos, entre outras substancias [25]. Segundo Castro e Machado [26] nas
cavidades secretoras de algumas espécies podem ser encontradas secregdes heterogéneas,
formadas por uma mistura de 6leos essenciais ¢ compostos fenolicos. Este conceito pode ser
aplicado a P. pseudocaryophyllus, considerando os resultados positivos obtidos para lipideos
e compostos fendlicos nas secregdes presentes nas cavidades encontradas em folhas e caules.
Ainda segundo os autores citados anteriormente, 6leos volateis podem ter papel importante
para as plantas como atrativo de polinizadores, ou as vezes, podem repelir insetos devido sua

a¢ao como inseticida e dissuasivo alimentar, reduzindo a herbivora.
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Oleos essenciais foram isolados das folhas de P. pseudocaryophyllus por
Sakita et al. [27] Os oOleos essenciais sdo em sua maior parte, compostos de mono e
sesquiterpenos, podendo também apresentar fenilpropanodides em sua composicao [28].

Com relagdo aos compostos fendlicos, nas plantas, eles apresentam uma
funcdo protetora, devido sua impalatabilidade, agindo como dissuasivo alimentar e reduzindo
a herbivora. Em situagdes de estresse hidrico, os compostos fenolicos contribuem para a
manutengdo do arcabougo celular [26]. Outra fungdo atribuida a eles e a de filtro solar,
aumentando a protecdo contra radiagdo ultravioleta. Estudos em Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. constataram aumento dos niveis de compostos fenolicos nas folhas apos exposigdo a
radia¢ao UV-B [29].

Metcalfe e Chalk [3] afirmam que a presenga de estruturas secretoras, assim
como sua frequéncia e padrdo de distribui¢do s3o parametros importantes para fins

diagnosticos.
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Conclusao

A espécie apresenta caracteristicas anatdmicas tipicas da familia e as
cavidades secretoras presentes nas folhas e caules estdo relacionados aos metabolitos
secundarios detectados. Considerando que a espécie e utilizada como medicinal, este estudo

contribui para o estabelecimento de um padrao anatomico e quimico para a espécie.
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ESTUDO QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DAS FOLHAS DE Pimenta pseudocaryophyllus (GOMES) L. R. LANDRUM

Resumo

Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum (Myrtaceae) e uma arvore cujas folhas
sdo utilizadas pela populacdo na culinaria e na produg¢do de chas para estados gripais. O
presente trabalho apresenta a avaliagcdo da atividade antimicrobiana e a analise da composi¢ao
quimica do o6leo essencial de P. pseudocaryophyllus e descreve o estudo quimico do extrato
em acetato de etila das folhas da mesma espécie. O O6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo das folhas frescas (80g), com rendimento de 1,0%, utilizando o aparelho de
Clevenger. A analise do 6leo por CG-EM, CG-DIC e pelo Indice de Kowats revelou o
eugenol como constituinte majoritario (92,56%) e outros treze componentes, entre eles, (E)-
cariofileno, metileugenol, terpinen-4-ol e ocimeno. O extrato em acetato de etila das folhas de
P. pseudocaryophyllus (35g) foi fracionado em coluna cromatografica de silica gel, do qual
foram obtidas as fracdes hexanica, hexano/diclorometano 50 %, diclorometanica ¢ etanolica.
A fragdo hexanica forneceu um solido branco, identificado como uma mistura de alcanos de
cadeias longas (C;; a Ci6 € C3p e C33) e uma mistura oleosa contendo eugenol, vitamina E,
derivados terpenoides, acidos carboxilicos, alcodis, aldeidos e cetonas de cadeias longas. A
purificacdo da fra¢do hexano/diclorometano 50 % resultou no isolamento de mistura de
alcanos (Cy3, Cy4 € de Cy7 a C3¢) e da B-amirina. A fra¢do diclorometanica forneceu também
uma mistura de alcanos de cadeias longas e uma outra mistura contendo o acido ursolico
como constituinte principal. Na avaliagdo da atividade antifungica do 6leo essencial de P.
pseudocaryophyllus, foi realizado o teste de autobiografia em cromatoplacas, no qual mostrou
atividade contra o fungo Claudosporium herbarum. O componente responsavel pela atividade
foi isolado e identificado como o eugenol. A atividade antifiingica foi avaliada também pelo
método de diluicdo em agar, onde foi verificada a atividade do dleo contra os fungos
Botryosphaeria ribis, Botryosphaeria rhodina, Fusarium verticillioides e Lasiodiplodia
theobrome. Na avaliacdo da atividade contra as bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginos e as leveduras Candida albicans, Candida
krusei e Candida tropicalis, pelo método de microdiluigdo, o 6leo essencial apresentou uma
boa atividade contra todos os microrganismos testados. P. pseudocaryophyllus apresenta
potencial para uso no desenvolvimento de farmacos e de defensivos agricolas menos
agressivos ao ambiente, uma vez que a espécie contem constituintes quimicos de reconhecidas
atividades bioldgicas e seu 6leo apresentou atividade contra microrganismos prejudiciais a
saiide humana e a espécies vegetais de interesse agrondmico.

Palavras-chave: Pimenta pseudocaryophyllus. Atividade antimicrobiana. Eugenol. Acido
ursolico. B-amirina.

Abstract

Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum (Myrtaceae) is a tree whose leaves are
used by the population for cooking and production of tea for the flu. This work presents the
evaluation of antimicrobial activity and analysis of chemical composition of essential oil of P.
pseudocaryophyllus and describes the chemical study of the ethyl acetate extract of the leaves
of the same species. The essential oil was obtained by hydrodistillation of fresh leaves (80g)
with a yield of 1.0%, using the Clevenger apparatus. The oil analysis GC-MS, GC-FID and
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the Kowats Index showed eugenol as the major constituent (92.56%) and thirteen other
components, among them, (E)-caryophyllene, methyleugenol, terpinen-4-ol and o-cymene.
The extract in ethyl acetate from leaves of P. pseudocaryophyllus (35g) was fractionated by
silica gel chromatography column, whose was obtained the hexane, hexane / dichloromethane
50%, dichloromethane and ethanol fractions. The hexanic fraction provided a white solid,
identified as a mixture of long-chain alkanes (C;; to C;6 and C3¢ and C33) and an oily mixture
containers eugenol, vitamin E, derived terpenoids, carboxylic acids, alcohols, aldehydes and
ketones from long chains. The purification of the fraction hexane / dichloromethane 50%
resulted in the isolation of a mixture of alkanes (C,3, Cy4 and C,; to Csp) and B-amyrin. The
dichloromethane fraction also gave a mixture of long-chain alkanes and a mixture containing
ursolic acid as the main constituent. In the evaluation of antifungal activity of essential oil of
P. pseudocaryophyllus, was performed the autobiography test in cromatoplacas, in wich
showed activity against the fungus Claudosporium herbarum. The component responsible for
the activity was isolated and identified as eugenol. The antifungal activity was also evaluated
by the dilution in agar method, where it was detected the activity of oil against the fungi
Botryosphaeria ribis, Botryosphaeria rhodina, Fusarium verticillioides and Lasiodiplodia
theobromae. In the evaluation of activity against the bacteria Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and the yeast Candida albicans,
Candida krusei and Candida tropicalis by microdilution method, the essential oil showed
good activity against all microorganisms tested. P. pseudocaryophyllus shows potential for
use in the development of pharmaceuticals and agricultural chemicals less harmful to
environment, since the species contain chemical constituents of known biological activities
and its oil showed activity against microorganisms harmful to human health and plant species
of agronomic interest.

Keywords: Pimenta pseudocaryophyllus. Antimicrobial activity. Eugenol. Ursolic acid. -
amirina.

INTRODUCAO

Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados
produtos de excre¢ao do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades
quimicas interessantes. No entanto, atualmente e conhecido que varias dessas substincias
estdo relacionadas a sobrevivéncia da planta no ambiente.' Os produtos do metabolismo
secundario sdo produzidos através de interagdes complexas entre biossintese, transporte,
estocagem e degradagdo. Estes processos sdo governados por genes, sofrendo influencia de
trés fatores: hereditariedade, ontogenia (estagio de desenvolvimento) e ambiente.”

Alem de serem importantes as proprias plantas, os metabolitos secundarios
tem sido utilizados pela espécie humana ha muito tempo. As civilizagdes Oriental e Ocidental
tem uma historia rica em exemplos sobre a utilizacdo de recursos naturais na medicina, no
controle de pragas e em mecanismos de defesa, sendo que as civilizagdes egipcia, greco-

. . . 3
romana e chinesa tiveram maior destaque.
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Estruturas secretoras de 6leos essenciais sao comuns nos 6rgaos vegetativos
e reprodutivos de espécies da familia Myrtaceae. Esta familia apresenta uma distribuicio
predominantemente pantropical e subtropical, concentrada na regido neotropical e na
Austrélia, incluindo cerca de 130 géneros e 4000 espécies. Na flora brasileira, e uma das
familias mais representativas com 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies.’

A literatura registra estudos de varias espécies do género Pimenta utilizadas
como plantas medicinais. Atividade antibacteriana foi relatada para os Oleos essenciais de
Pimenta racemosa var. grisea (Kiarskou) Fosberg, que possui propriedade antiinflamatorias,
e Pimenta racemosa var. terebinthina (Burret) Landrum L. usada no tratamento de
reumatismo e dor de dente.’

Pimenta racemosa var. ozua (P. Miller) J. W. Moore, espécie conhecida
pelo nome de ozua na Republica Dominicana, possui 6leo essencial, extraido a partir de
folhas, o qual e usado pela populagdo no tratamento de casos de reumatismo, dores de dente,
contra estados gripais e dores abdominais. Atividade antiinflamatéria tem sido relatada para a
espécie com resultados promissores na reducdo de edemas induzidos em ratos pela aplicacao
oral e topica do extrato metanolico das folhas da planta.’

Estudos sobre o efeito cardiovascular em ratos, através da administragdo de
extratos etanolicos ¢ aquosos foram realizados com Pimenta dioica (L.) Merrill, utilizada no
tratamento de pressdo alta, alta taxa de glicose no sangue e digestdo irregular.®

A espécie arborea Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum
ocorre nos estados da Bahia, Minas Gerais, Goias ate Santa Catarina, nas regioes de altitude
em florestas e caatingas. A espécie e conhecida popularmente como craveiro ou cravo-do-
campo nomes provavelmente relacionados ao aroma semelhante ao de cravo-da-india presente
em suas folhas. Estas sdo utilizadas pela populag¢ao na producao de chés para estados gripais e
na culinaria para aromatizacio de doces caseiros.’

Estudos farmacognosticos realizados com folhas de P. pseudocaryophyllus,
mostraram uma quantidade apreciavel de compostos fendlicos, flavondides e taninos,
detectados através de métodos diversos, sugerindo que esta espécie possui um importante
potencial fitoterapéutico a ser investigado.'® Entretanto, ndo existem relatos na literatura sobre
o isolamento e determinagdo estrutural dos constituintes quimicos de extratos de P.
pseudocaryophyllus. Estudos anteriores relatam a presenca de 6leo essencial rico em geranial

em individuos de Campos do Jorddo — SP."!
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O presente trabalho, portanto, tem como objetivo o estudo quimico do
extrato em acetato de etila e do oleo essencial das folhas de P. pseudocaryophyllus e a

avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial.

PARTE EXPERIMENTAL

Coleta da planta

As folhas de P. pseudocaryophyllus foram coletadas em 14/02/2007 em um
fragmento de vegetacao, localizado no Municipio de Sdo Jeronimo da Serra (23°43°30” S e
50°43°47” W). O material testemunho foi depositado no Herbario da Universidade Estadual
de Londrina sob numero FUEL 43025. Parte das folhas foi mantida fresca em refrigerador
para a extracao de 6leo essencial e outra parte foi secada em estufa a 45 oC para o preparo do

extrato em acetato de etila.

Estudo quimico do 6leo essencial de P. pseudocaryophyllus

Obtencao do 6leo essencial

O Oleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas (80 g) por
hidrodestilagdo usando o aparelho de Clevenger.'> Em seguida, o 6leo foi separado da 4gua
através de extracdo com trés por¢des de 70 mL de diclorometano. Apds secagem da fase
organica com sulfato de sddio, o solvente foi destilado em evaporador rotatdrio Fisatom para

separac¢do do oleo essencial.

Andlise do 6leo essencial

O odleo essencial de P. pseudocaryophyllus foi analisado por cromatografia
em fase gasosa (CG) em equipamento Shimadzu modelo GC-17A, equipado com detector de
ionizacdo de chama de hidrogénio e coluna capilar DB5 (J&W Scientific) com 30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25um de espessura de filme. O gés de arraste
utilizado foi nitrogénio com vazdo de 1,2 mL min" As temperaturas estabelecidas para o
injetor e detector foram 220 oC e 300 °C, respectivamente. A inicial da coluna foi de 60 oC

por 1 min, sendo programada para ter acréscimos de 7 oC por minuto ate 320 oC
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permanecendo em 320 por 5 min. A amostra de Oleo essencial foi solubilizada em
diclorometano na propor¢do de 1:10 e o volume da inje¢ao foi de 2,0ul com razdo de split
1:20. Os dados foram coletados com Software CLASS-CR10 Shimadzu. Foi também
realizada uma analise em um sistema cromatografico composto de cromatografo gasoso
acoplado a um espectrometro de massa, marca SHIMADZU, modelo GC/MS-QP5000 e
coluna capilar DB1 (100% polidimetisiloxano) 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
x 0,25 um de espessura de filme. A analise foi efetuada com injecao de 1,0 ul da amostra, em
modo split (1:10). As temperaturas estabelecidas para o injetor e interface foram 300 e 250
°C, respectivamente. A elei¢do do material foi realizada sob fluxo de 1,5 mL min™', sendo
utilizado hélio como gas de arraste. A rampa da temperatura da coluna foi programada no
intervalo de 60 a 320 °C, sendo desenvolvida do seguinte modo: temperatura inicial de 60 °C
por 4,0 min, acréscimo de 10 °C min™ ate 250 °C e acréscimo de 20 °C min™". ate 320 °C. O
espectrometro de massa foi configurado nas seguintes condigdes: temperatura do separador e
fonte i6nica de 250 °C e energia a 2,2 kV. Os espectros dos constituintes presentes no 6leo
essencial de P. pseudocaryophyllus foram comparados a espectros catalogados na base de
dados NIST 62, procedentes do “National Institute of Standars and Technology”, na qual
estdo registrados os espectros de aproximadamente 62.000 compostos. A partir desses dados
foi obtido o indice de Kowats dos componentes do 6leo essencial.”” Os indices de Kowats
(IK) foram calculados a partir de uma curva de calibracdo de uma serie de alcanos (DRH-
004S-R1-5X LUFT/LUST), obtida nas mesmas condigdes das amostras. As concentragdes
dos componentes do 6leo essencial foram determinadas pela analise no cromatografo a gas
com detector de ionizagdo de chamas (DIC), através do calculo das areas integrais de seus
respectivos picos, relacionados com a area total dos picos de todos os constituintes da

amostra.
Estudo quimico do extrato das folhas de P. pseudocaryophyllus
Obtencao do extrato em acetato de etila
As folhas de P. pseudocaryophyllus (561,75g) foram desidratadas em estufa
a 40 oC por 15 dias e, em seguida, trituradas. O material vegetal pulverizado foi extraido

exaustivamente com acetato de etila a temperatura ambiente. A mistura resultante foi filtrada

e o filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio para obtengdo de 35 g de extrato bruto.
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Fracionamento do extrato em acetato de etila

O extrato em acetato de etila (25 g) foi cromatografado em coluna (5,6 cm x
25 cm, 150 g) de silica gel (70-230 mesh) filtrante, eluida com hexano, mistura de
hexano/diclorometano 1:1, diclorometano e etanol. Deste fracionamento foram obtidas quatro
fragdes: fracdo hexanica (2,3 g), fracdo hexano/diclorometano 50% (1,2 g), fragdo
diclorometanica (0,99 g) e fracdo etandlica (7,6 g). As fragdes hexanica,
hexano/diclorometano 50% e diclorometanica foram purificadas através de cromatografia em
coluna, cromatografia em placas preparativas, recristalizacdo e precipitagdo. Também foi
utilizada a cromatografia de coluna flash '* e os constituintes isolados foram identificados

através de métodos espectrométricos usuais (RMN B/ H, CG-EM, 1V).

Analise dos componentes obtidos do extrato em acetato de etila

Os componentes isolados do extrato em acetato de etila das folhas de P.
pseudocaryophyllus foram analisados em um sistema cromatografico composto de cromato
grafo gasoso acoplado a um espectrometro de massa, marca SHIMADZU, modelo GC/MS-
QP5000 e coluna capilar DB1 (100% polidimetisiloxano) 30 m de comprimento x 0,25 mm
de didmetro x 0,25 um de espessura de filme. A analise foi efetuada com injecao de 1,0 ul da
amostra, em modo split (1:10). As temperaturas estabelecidas para o injetor e interface foram
300 e 250 °C, respectivamente. A eluicdo do material foi realizada sob fluxo de 1,5 mL min,
sendo utilizado hélio como gas de arraste. A rampa da temperatura da coluna foi programada
no intervalo de 60 a 330 °C, sendo desenvolvida do seguinte modo: temperatura inicial de 60
°C por 4,0 min, acréscimo de 10 °C min™ ate 250 °C e acréscimo de 20 °C min™. ate 330 °C,
permanecendo em 330 °C por 10 minutos. O espectrometro de massa foi configurado nas
seguintes condigodes: temperatura do separador e fonte i6nica de 250 °C e energia a 2,2 kV. Os
espectros dos constituintes presentes no extrato em acetato de etila de P. pseudocaryophyllus
foram comparados a espectros catalogados na base de dados NIST 62. A analise das misturas
de hidrocarbonetos foi feita através de comparacdo com padrio de hidrocarbonetos
conhecido, comparando-se o indice de Kowats dos componentes da mistura e os do padrao.13
Os solidos obtidos das fragcdes hexano/diclorometano 50 % e diclorometanica foram
submetidos ao teste de Lieberman-Burchard para triterpenos e esteroides."”

B-amirina ((3p)-olean-12-em-30l) (C3oHs00) aspecto fisico: solido branco

recristalizado de acetona. EM m/z (intensidade relativa): 426(2), 411(1), 218(100), 203(43),
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189(14), 175(6), 161(4), 135(8), 107(9), 95(14), 81(12),69(18), 55(20). IV (KBr) cm™: 3442,
2918, 2848, 1635, 1473, 1384, 1037, 997, 669. . RMN de 'H [300 MHz, CDCls, & (ppm),
multiplicidade, J (Hz)]: § 0,8 a 1,8; 8 3,25; & 5,18 (t, J=3,5 Hz). RMN de "¢ [75 MHz, CDCl,
d (ppm)]: & 15,6 (C-24); 15,6 (C- 25); 17,0 (C-26)18,5 (C-6); 23,7 (C-11); 23,9 (C-30); 26,1
(C-27); 26,2 (C-15); 27,1 (C-16); 27,3 (C-2); 28,2 (C-23); 28,3 (C-28); 31,2 (C-20); 32,7 (C-
17); 32,8 (C-7); 33,2 (C-29); 34,9 (C-21); 37,3 (C-22); 37,7 (C-10); 38,7 (C-1); 38,9 (C-4);
38,9 (C-8); 41,9 (C-14); 46,9 (C-19); 47,4 (C-18); 47,8 (C-9); 55,3 (C-5); 79,2 (C-3); 121,9
(C-12); 145,4 (C-13).

Acido ursolico (acido (3B)-3-hidroxiurs-12-em-28-o0ico) (C3oHs303) aspecto
fisico: so6lido branco recristalizado de acetona e metanol. IV (KBr) em™: 3433, 2925, 2852,
1691, 1458, 1386, 1271, 1029, 997, 667. RMN de 'H [300 MHz, CDCl;, & (ppm),
multiplicidade, J (Hz)]: 0,7 a 1,8; 3,23 (dd, J=10,6 Hz ¢ 4,8Hz); 5 5,29 (t). RMN de "¢ [75
MHz, CDCls, 8 (ppm)]: 8 15,4 (C-24); 15,5 (C-25); 16,8 (C-26); 18,4 (C-6); 21,2 (C-30); 23,4
(C-11); 23,5 (C-16); 23,5 (C-27); 27,7 (C-2); 28,0 (C-23); 28,1 (C-15); 30,7 (C-21); 33,1 (C-
7); 36,7 (C-22); 37,0 (C-10); 38,5 (C-1); 38,7 (C-4); 38,7 (C-20); 39,1 (C-19); 39,5 (C-8);
42,1 (C-14); 47,7 (C-9);47,7 (C-17); 52,8 (C-18); 55,4 (C-5); 79,0 (C-3); 125,5 (C-12); 138,2
(C-13); 180,9 (C-28).

Testes de atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados com o 6leo essencial
de P. pseudocaryophyllus. O teste da autobiografia foi realizado, utilizando o fungo
Cladosporium herbarum.'® O teste da diluigio em agar foi realizado com os fungos
Botryosphaeria rhodina, Botryosphaeria ribis, Fusarium verticillioides e Laisiodiplodia
theobrome, que sio fungos prejudiciais a agricultura.'” O teste de microdilui¢io foi realizado
com o 0leo essencial, conforme a norma M7-A6 do National Comittee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS)"®, utilizando as bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis (8272) e
Staphylococcus aureus (25923), as bactérias gram-negativas Escherichia coli (25922) e
Pseudomonas aeruginosa (27853), ¢ as leveduras, obtidas a partir de isolados clinicos,

Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis.
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Teste de atividade antifungica por autobiografia em cromatoplacas de silica gel

O microrganismo Cladosporium herbarum foi cultivado em placas de Petri
com meio BDA (Batata dextrose agar) e repicado para tubo de ensaio com meio BDA
inclinado. O meio de cultivo aplicado nas cromatoplacas de silica gel foi constituido de uma
solucdo formada pelos sais KH,PO, (7 g L), Na,HPO, . 2H,0 (3 g L), KNOs (4 g L),
MgSO, . 7TH,O (1 g L") e Na CI (1 g L), e de solugdo de glicose 30%. As solugdes foram
colocadas em tubos de ensaio, sendo que para a solucao de glicose foram colocados 2 mL por
tubo e para a solugdo de sais foram colocados 10 mL por tubo. O 6leo essencial foi aplicado
em duas placas cromatograficas (0,25 mg spot’), as quais foram eluidas com mistura de
hexano/ diclorometano 50 %. Uma das placas foi revelada com vanilina e usada como
controle. Na outra placa foram aplicados os esporos do fungo dispersos em 10 mL de solugdo
de sais e 2 mL de solucdo de glicose 30 %. Em seguida, a placa borrifada com a mistura de
esporos do fungo foi colocada em um suporte e este foi deixado em uma camara de plastico
fechada contendo 4gua em seu interior para manter uma alta umidade. O conjunto foi entdo
deixado em estufa a 28 oC por sete dias. Apds este periodo foi realizada a avaliagdo do
crescimento do fungo na placa, comparando a altura dos halos de inibi¢do na placa borrifada
com o cromatograma da placa controle revelada com vanilina. O controle positivo para o
crescimento do fungo foi realizado com uma placa cromatografica eluida no mesmo solvente

e borrifada com o microrganismo.

Teste de atividade antifungica por diluicdo em agar

Os fungos foram cultivados em meio de BDA 3,0 % por sete dias em estufa
a 27,5 °C. Inicialmente placas de Petri de 7 cm de didmetro, erlemeyers de 50 mL contendo
16 mL de BDA cada um e ponteiras foram esterilizados em autoclave a 121 oC por 15
minutos. As amostras de 6leo foram solubilizadas em acetato de etila obtendo-se uma solugao
mie (0,025 g mL™"). Dessas solugdes foram tomados diferentes volumes os quais foram
colocados em erlemeyers contendo o meio BDA. Em seguida, o material de cada erlemeyer
foi vertido em placa de Petri obtendo-se as concentracdes de 4,0 mg, 2,0 mg, 1,5 mg, 1,0 mg,
0,5 mg e 0,25 mg de 6leo bruto por placa. As placas foram deixadas em repouso ate a
secagem do meio BDA. Em seguida, com o auxilio de um furador, foram cortados discos de
meios de cultivos de manutencao dos fungos testados. Um disco de meio contendo o fungo foi

colocado no centro de cada placa. Apds a solidificagdo do meio, foi colocado um disco de
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papel filtro no centro de cada placa de Petri e sobre estes foram aplicadas as aliquotas do 6leo
essencial. As placas foram fechadas e protegidas com filme plastico e incubadas em estufa
BDO a 27,5 oC ate que a placa de controle atingisse o crescimento completo. Apos este
tempo, as placas foram analisadas e os diametros dos halos de crescimento foram medidos. Os
testes foram feitos em triplicata para todos os fungos testados. Paralelamente foram
preparadas triplicatas de dois controles, consistindo de placas contendo meio BDA e acetato

de etila e outro consistindo placas contendo meio BDA e fungicida Captan.
Teste de microdilui¢ao

As bactérias submetidas aos ensaios antibacterianos foram previamente
reativadas em Caldo Mueller Hinton por 18 a 24 horas e as leveduras em meio Sabourad por
24 a 48 horas, ambos em estufa a 37 °C. Ap0s isso, suas concentragdes foram padronizadas
conforme a escala de McFarland n°® 0,5. Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou
pocos foram depositados 100 uLL de caldo Muller-Hinton para as bactérias, e Sabourad para as
leveduras. Na coluna 1 — linha A foram acrescentados 50 pL de uma solugdo do o6leo
essencial em tween 80 a 0,1 g %, de concentragio 67 uL. mL". Em seguida, 100 pL do
conteudo do orificio foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha
seguinte (B), repetindo-se este procedimento ate a linha H, de modo a obter uma concentragao
decrescente do 6leo. Os 100 pL finais foram desprezados. Em seguida, foram adicionados 100
uL de uma suspensdo dos microrganismos, de crescimento recente (24 horas), cuja turvagao
foi comparada a escala de McFarland n° 0,5 e diluidos para concentracao final de 104 células
mL™". As placas foram seladas com parafilm e incubadas por 24 horas a 37 °C. Apos este
periodo foram acrescentados 50 pL de uma solucdo aquosa de TTC (cloreto de trifenil
tetrazolium) a 0,5% e a placa foi incubada por mais 3 horas na referida temperatura. A
concentragdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do extrato ou
6leo capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha. Foram também incluidos nos
testes os controles dos antibidticos vancomicina e ciprofloxacina para as bactérias e nistatina
para as leveduras, controle para a confirmagdo da esterilidade do meio de cultura e controle

para confirmacao do crescimento dos microrganismos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo quimico do éleo essencial

O oleo essencial foi obtido das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus com
rendimento de 0,96 %. Este resultado esta de acordo com o verificado na literatura para o
género Pimenta, o qual possui outras espécies produtoras de dleos essenciais, como a P.
racemosa var. terebinthina (0,75 %) e a P. racemosa var. grisea (0,23 %)."’ O cromatograma
indicou a presenca de 29 constituintes (Figura 1), dentre esses, o referente ao pico 19 foi o
constituinte majoritdrio com uma concentracdo de 92,59 %. O espectro de massas do
constituinte principal foi idéntico ao espectro do eugenol obtido na base de dados NIST 62
presente no equipamento. A identidade da substancia foi confirmada através da comparagao
entre seu espectro de massas e seu tempo de retengdo com o obtido para amostra autentica de
eugenol. Alem do eugenol, foram identificados outros treze constituintes a partir do indice de
Kowats (Tabela 1) e dos espectros de massas obtidos. Entre os componentes encontrados em
concentragdes menores estdo o (E)-cariofileno, o metileugenol, o terpinen-4-ol e o 1,8-cineol,

entre outros.
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Figural— Perfil cromatografico do Oleo essencial extraido das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus.
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Tabela 1 — Componentes do 06leo essencial extraido das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus listados de acordo com a ordem de eluigdo na coluna DB-5.

Substincia IK IK literatura - %
p-pineno 958 074 0,15
a-felandreno 999 1002 0,17
o-ClMeno 1021 1022 0,73
1.8-cineol 1029 1026 0,38
p-ocimeno 1060 1044 0,10
terpinoleno 1105 1086 0,42
linalol 1118 1095 0,12
terpinen-4-ol 1195 1174 0.79
p-cimen-8-ol 1198 1179 0,30
a-terpmol 1208 1186 0,26
eugenol 1366 1356 02,59
metilengenol 1393 1403 0.99
(E)-carnofileno 1422 1417 0.60
germacreno D 1468 1484 0,13
Total identificado 07.73

A literatura registra outros estudos sobre oOleo essencial de P.
pseudocaryophyllus, os quais revelaram diferentes composigdes para os 6leos de espécimes
de diferentes localidades. Um estudo feito com dois espécimes coletados em duas localidades
do Estado de Sdo Paulo mostrou resultados diferentes na composi¢cdo dos dleos. O dleo
essencial do espécime coletado na Ilha do Cardoso apresentou como principal componente o
eugenol (71,9%), enquanto que o oOleo essencial do espécime coletado em Paranapiacaba
apresentou como constituinte majoritario o 4-metileugenol (94,6%).%

Analises do 6leo essencial de espécimes de P. pseudocaryophyllus coletada
em Campos do Jorddo, estado de Sdo Paulo, identificaram o geranial (34,26%) e o neral
(27,85%) como constituintes principais. Alem do geranial, foram identificados varios outros
componentes, alguns também encontrados no presente estudo, como o cariofileno, o terpinen-
4-0l, o linalol, o terpinoleno, o 1,8-cineol e o [S—pineno.11

Estudos com P. dioica, espécie utilizada por suas propriedades
antimicrobianas, também revelaram o eugenol como principal constituinte do 6leo essencial
da espécie.”! Por outro lado o 6leo essencial de P. racemosa var. terebinthina apresentou
como principais constituintes o acetato de o-terpinol, o a-terpinol e o 4-metoxieugenol,
enquanto que o 4-metoxiisoeugenol foi identificado como constituinte majoritario de P.

racemosa var. grisea.'’
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Estudo quimico do extrato das folhas
Fracao hexanica

A partir dessa fragdo foi obtido um material branco, que apresentou uma unica
mancha em placa cromatografica de silica gel e, por isso, foi analisado diretamente por
espectrometria de infravermelho e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
O cromatograma do material, entretanto, evidenciou que o mesmo tratava-se de uma mistura de
varios componentes (Figura 2). Os espectros de massas dos constituintes referentes aos picos 2, 4,
6, 8, 12 e 14 apresentaram um padrdo de fragmentagdo caracteristico de hidrocarbonetos de cadeia
longa, com grupos de pico separados entre si por 14 unidades; a comparacao com os espectros da
biblioteca do cromatografo também sugeriu a presenga destes constituintes.

A identificacdo da mistura foi feita através da comparacdo com um padrdo de
hidrocabonetos conhecido (DRH-004S-R1-5X LUFT/LUST). A amostra ¢ o padrio de
hidrocarbonetos foram injetados nas mesmas condi¢des, os indices de Kowats foram calculados ¢
comparados. Os hidrocarbonetos foram identificados como uma mistura de alcanos C;; a Ci6 € Csg
e Cs3, através da interpolagdo em uma curva obtida pelos tempos de retencdo versus nimero de
carbonos de padrdes de alcanos (Figura 3). Para os picos 9 e 10, os espectros da biblioteca NIST
sugeriram a presen¢a de alcodis de cadeia longa. Outros possiveis componentes da mistura sdo:
Cariofileno (pico 1) e hidrocarbonetos insaturados de cadeia longa (picos 5, 7, 11 e 13). O
espectro no infravermelho foi caracteristico de substancia alifatica por apresentar bandas em 2931
¢2852 cm™. O espectro evidenciou também a presenca de instauragdo, pela banda em 1639 cm™,

e de possiveis grupos hidroxilas, pela banda larga centrada em 3431 cm™.
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Figura 2 — Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fragdo hexanica obtida do extrato
em acetato de etila das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus.
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Figura 3— Correlagdo entre o numero de carbonos e o tempo de retengdo do padrio de
hidrocarbonetos utilizado na comparacdo com a mistura de hidrocarbonetos da fragdo
hexanica obtida do extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus.

Foi obtido também um grupo de fracdes oleosas, cuja analise por
cromatografia em camada delgada revelou tratar-se de mistura complexa de constituintes de
dificil separacdo pelos métodos usuais. As amostras foram submetidas a analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, a qual confirmou tratar-se de
misturas complexas como as que caracterizam oleos essenciais. Os espectros de massas dos
componentes mostraram que os grupos de fragdes oleosas apresentam constituintes quimicos
comuns que diferem na concentra¢do em que aparecem em cada grupo. Entre os constituintes
possiveis destas misturas encontram-se, entre outros, eugenol, vitamina E, derivados

terpendides e acidos carboxilicos, alcoodis, aldeidos e cetonas de cadeias longas.

Fracéo hexano/diclorometano 50%

Similar ao ocorrido na fragdo hexanica, o produto obtido nesta fragdo foi
submetido a espectrometria no infravermelho e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. O cromatograma do material mostrou constituintes com um padrao
de fragmentacdo caracteristico de hidrocarbonetos de cadeia longa (Figura 4). A comparagao
com os espectros da biblioteca do cromatografo também sugeriu a presenga destes
constituintes. Foi feita a comparacdo com padroes de hidroacarbonetos, como citado
anteriormente para a mistura de hidrocarbonetos obtida da fragdo hexanica, mostrando a

presenca dos alcanos Cy3, Co4 € de Cy7 a Cs.
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Figura 4 — Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fragdo hexano/diclorometano
50% obtida do extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus.

O outro constituinte isolado desta fragdo consistiu de um solido branco, que
ao ser submetido ao Teste de Lieberman-Burchard, apresentou resultado positivo para
triterpeno pentaciclico. A amostra ao ser submetida a cromatografia gasosa acoplada a
espectometria de massas apresentou cromatograma que evidenciou a presenca de trés
constituintes (Figura 5). O constituinte principal (pico 2) forneceu um espectro de massas
idéntico ao espectro de massas da P-amirina da biblioteca NIST do equipamento,
apresentando pico do iom molecular de 426 u e pico base em 218 u caracteristico de nucleo
oleano. O espectro de infravermelho também foi compativel com a estrutura da B-amirina,
apresentando bandas 3442 cm™, caracteristica de grupo hidroxila, 2918 cm™, 2848 cm™ e
1473 cm’™, caracteristicas de substincias alifaticas e banda em 1635 cm™, correspondente ao
estiramento axial de ligacio dupla carbono-carbono. O espectro de RMN de 'H apresentou
varios picos na faixa de ¢ 0,8 a 1,8, caracteristico de hidrogénios metilicos e metilénicos de
triterpenos. O sinal complexo em & 3,25 pode ser atribuido a hidrogénio carbinélico de
triterpeno pentaciclico. O tripleto em o 5,18 (J=3,5 Hz) por sua vez, pode ser atribuido ao
hidrogénio vinilico ligado ao carbono 12 da B-amirina. A confirmagdo da presenca da -
amirina foi obtida através da comparagdo dos dados de RMN de 13 c da amostra com os dados
registrados na literatura para a f-amirina (Tabela 2). Os sinais em 6 121,9 e & 145,4 foram
atribuidos aos carbonos Cj, e C;3 da ligacdo dupla. O sinal do carbono carbinolico (Cs)
aparece em delta 6 79,2. Na maioria dos casos, a f-amirina ¢ isolada em mistura com a o-
amirina, entretanto, observa-se neste caso a auséncia do pico em 6 139,3 referente ao C;3 da
a-amirina. Este pico diferencia a alfa e a f-amirina, uma vez que, na estrutura da a-amirina, o
carbono Cj3 sofre o efeito de protecdo do grupo metila em Cy9, efeito este ausente no C;3 da
B-amirina, cujo deslocamento ocorre em & 145,4 (Figura 6). A analise dos espectros de RMN
de 'H e de 13(; também demonstrou a existéncia de outros constituintes, porem os dados

apresentados ndo deixam duvida que o principal constituinte trata-se da B-amirina (pico 2).
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Figura 5 — Perfil cromatografico da -amirina obtida da fragdo hexano/diclorometano 50% obtida do
extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus.

23

Figura 6 — Estrutura quimica da - amirina, obtida a partir da fracdo hexano/diclorometano 50%
extraida de folhas de Pimenta pseudocariophyllus e comparag¢do com a a-amirina.

Tabela2 — Comparagao entre os deslocamentos quimicos de Ressonancia magnética Nuclear
de Carbono 13 (RMN () em CDCl; da amostra identificada como B- amirina
(61) obtida da fragdo hexano/diclorometano 50 % extraida das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus e dados da literatura (82). *

Carbono 1 02 Carbono 01 02
1 387 387 16 271 270
2 273 273 17 327 32.5
3 792 79.0 18 47 4 47 4
4 389 328 19 469 469
3 353 353 20 31.2 31.1
i) 18.5 18.5 21 34.9 348
7 328 328 22 373 37.2
bt 389 388 23 2872 282
9 478 477 24 15.6 15.5
10 377 37.6 25 15.6 15.6
11 237 23.6 26 17.0 16.9
12 121.9 121.8 27 26.1 26.0
13 1454 145.1 28 2813 284
14 419 41.8 29 332 33.3
15 262 262 30 239 237

A B-amirina foi relatada também em folhas de Ricinus communis L2, em

Vernonia tweediana Baker ** ¢ em Aleurites moluccana L. Willd., cuja fragdo hexanica
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apresentou propriedades analgésicas.”> Essa substancia foi relatada também em Marlierea

tomentosa Camb. (Myrtaceae), onde foi isolada das folhas.*®
Fracéo Diclorometano

Foi obtido desta fragdo um material branco, que ao ser submetido a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, mostrou-se tratar de uma mistura
de hidrocarbonetos (Figura 7). A amostra foi comparada com um padrao de hidrocarbonetos,
da mesma forma que foi feito com a mistura de hidrocarbonetos obtida da fracdo hexanica,

mostrando a presenga de hidrocarbonetos de 26, 27, 29, 30 e 33 carbonos.
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Figura 7 — Perfil cromatografico da mistura de hidrocarbonetos da fragdo diclorometanica obtida do
extrato em acetato de etila das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus.

O principal constituinte dessa fracdo consistiu de um solido branco amorfo,
cujo teste de Lieberman-Burchard apresentou um resultado positivo para triterpenos
pentaciclicos. O constituinte apresentou o mesmo valor de Rf de amostra autentica de acido
ursélico ao ser comparado em cromatoplaca de silica gel. O espectro de infravermelho
evidenciou a natureza alifatica da substancia através das bandas em 2925 cm'l, 2852 cm’ e
1458 cm™. As bandas centradas em 3433 cm™ e em 1691 cm™ foram caracteristicas de grupos
hidroxila e carbonila respectivamente. Observa-se que a banda de hidroxila apresenta-se
bastante alargada, sugerindo a presenca de grupo carboxililico. A banda em 1635 cm’
evidenciou a presenca de ligacdo dupla carbono-carbono. O espectro de RMN de 'H também
confirmou a presenca de instauragdo pelo tripleto largo em d 5,29 compativel com o sinal do
H-12 do acido ursolico (Figura 8). O duplo dupleto em 6 3,23 (J=10,6 Hz e 4,8Hz) foi
caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono carbindlico. O espectro de RMN de "¢
também foi compativel com o espectro do acido ursélico (Tabela 3), apresentando os sinais
em 0 180,9, referente ao grupo carbonila, em 6 125,5 e 6 138,2 referente aos carbonos Cj; e

Ci3 da ligagdo dupla e em & 79,0 referente ao carbono carbindlico. Ambos os espectros de
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RMN de H e de C apresentam outros picos alem dos atribuidos ao acido ursolico indicando a

presenca de outros componentes na amostra.

Figura 8 — Estrutura quimica do acido ursolico, obtido a partir da fragdo diclorometano extraida de
folhas de Pimenta pseudocariophyllus.

Tabela 3 — Comparacao entre os deslocamentos quimicos de Ressonancia magnética Nuclear
de Carbono 13 (RMN 13c) em CDCl; da amostra identificada como acido ursolico
(61) obtida da fragdo diclorometanica extraida das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus e dados da literatura (52).%’

Carbono a1 o2 Carbono ol o2

1 38.5 39.2 16 23.5 250
2 27.7 28.2 17 477 481
3 790 782 18 52.8 53.6
4 38.7 39.6 19 39.1 39.5
5 5354 55.9 20 387 jo4
(] 18.4 18 8 21 307 31.1
7 33.1 33.7 22 3a7 374
2 39.5 401 23 28.0 28.8
9 47.7 48.1 24 15.4 16.5
10 37.0 37.5 25 15.5 15.7
11 23.4 23.7 26 16.8 17.5
12 125.5 1257 27 23.5 24.0
13 1382 1393 28 1809 1797
14 421 42 6 29 16.8 17.5
15 281 28.8 30 21.2 21.4

O acido ursolico e uma substancia de grande interesse na medicina por
apresentar diversas propriedades, tais como antiinflamatéria, antineoplésica, antivirdtica,
antimicrobiana, antiparasitaria e hepatoprotetora.”® *

Estudos quimicos em Peltodon radicans Pohl (Lamiaceae), espécie utilizada
no tratamento de mordida de cobras, mostraram a presenc¢a de hidrocarbonetos alifaticos, -

amirina e acido ursolico, entre outros componentes nos extratos da espécie. Segundo os

. . .. 30 . o
autores, o extrato das flores foi o que apresentou maior atividade.”™ Acido ursélico e outros



92

triterpenos como o acido oleandlico sdo relatados também nas folhas de Terminalia
glabrescens Mart. (Combretaceae).”!

Diversas lignanas e triterpenos, entre eles o acido ursolico, foram
identificados em estudo com o extrato das partes aéreas de Eriope blanchetii (Benth.) Harley
(Lamiaceae). No mesmo estudo os autores observaram grande atividade citotoxica do extrato
frente a linhagens de células tumorais.™

O acido ursolico tem sido isolado em espécies da familia Myrtaceae, como
em caules de Eugenia florida DC*, em folhas de Eugenia brasiliensis Lam.”’, em folhas de
Melaleuca leucadendron L.** e em culturas de células de Eucalyptus perriniana F. Muell ex.
Rodway.> Acido ursélico foi também isolado em Eugenia malaccensis L. em estudo quimico
da casca do caule e das folhas. No mesmo trabalho o autor relata uma boa atividade

moluscicida dos extratos sobre Biomphalaria glabrata Say.*°

Testes bioldgicos

No teste de autobiografia, o 6leo essencial apresentou uma mancha
concentrada com atividade acentuada contra o Cladosporium herbarum, correspondente ao
eugenol e uma mancha menos concentrada mais proxima a origem, que também apresentou
atividade contra o fungo testado, mostrando que ha mais de um componente ativo no 6leo
essencial de P. pseudocaryophyllus. Faria et al., num estudo do 6leo essencial de Ocimum
gratissimum L. obtiveram resultado semelhante neste teste, onde foi observada uma mancha
mostrando grande atividade contra C. herbarum, a qual foi identificada como eugenol."?

No teste de atividade antifiungica com fungos fitopatégenos, o dleo de P.
pseudocaryophyllus apresentou boa atividade nas maiores concentragdes testadas, inibindo de
40 a 80% o crescimento de Botryosphaeria rhodina e Fusarium verticillioides e ate 40% do

crescimento micelial dos demais fungos testados (Tabela 4).
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Tabela 4 — Porcentagens de inibi¢do promovida pelo o6leo essencial das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus sobre o crescimento de fungos: grau de inibi¢do menor que 10% (-),
grau de inibicdo entre 10 e 20% (%), grau de inibi¢do entre 20 e 40 % (+), grau de inibi¢ao
entre 40 e 80% (++) e grau de inibigdo igual ou maior que 80% (+++).

Fungo Oleo essencial (mg placa™)

40 20 15 10 05 025
Botryvosphaeria rhodina +H+ o+ + + - -
Botryosphaeria ribis + - - - - -
Fusarium verticillioides ++ o+ + + - -
Lasiodiplodia theobrome - - - - - -

No teste de microdilui¢do com bactérias e leveduras, o 6leo apresentou uma
melhor atividade, com uma boa inibicdo em pequenas concentracdes (Tabela 5).

Entre as bactérias testadas, a P. aeruginosa foi a que apresentou maior
resisténcia, com CIM de 66 pL. mL™, a maior concentra¢io presente na microplaca. Nesta
concentragdo o oleo essencial foi bactericida para P. aeruginosa. Para o B. subtilis, E. coli e S.
aureus foram encontrados CIMs com o mesmo valor, 17 pL. mL'l, sendo esse valor
bacteriostatico para E. coli e bactericida para os demais microrganismos.

Com relacdo as leveduras, o 6leo essencial foi fungicida para todas as
espécies testadas, apresentando CIMs com valores baixos para as trés espécies de Candida.
Em um estudo da atividade antibacteriana dos oOleos essenciais de P. racemosa Var.
terebinthina e a P. racemosa var. grisea, foi observada uma atividade maior do 6leo de P.
racemosa var. terebinthina. Os autores atribuiram essa maior atividade ao fato do 6leo dessa
variedade apresentar uma elevada concentragdo de 4-metoxi isoeugenol.” Em outro estudo foi
relatada a CIM para eugenol de 2. 103 mg. L™ frente a Candida albicans.”’

Estudos sobre a atividade do 6leo essencial de dois espécimes de Pimenta
pseudocaryophyllus mostraram CIM contra E. coli de 48 pL L™ para o espécime da Ilha do
Cardoso. Entretanto contra C. albicans, o espécime coletado proximo a nascente do Rio
Paranapicaba apresentou um CIM melhor (24 pL L") que o primeiro. Os autores atribuem
essa diferenca de atividade a composicdo diferente dos 6leos essenciais dos espécimes,
considerando que o primeiro espécime apresentou o eugenol como componente majoritario e
o segundo espécime apresentou majoritariamente o 4-metileugenol. '° No presente trabalho,
foram obtidos melhores resultados com as espécies de Candida quando comparados aos
resultados com as bactérias, provavelmente devido a presenca de grande quantidade de

eugenol entre outros componentes, no 6leo essencial alem do eugenol.
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Tabela 5 — Concentragdo inibitoéria minima (CIM) do 6leo essencial das folhas de Pimenta
pseudocaryophyllus.

Microrganismo CIM (uL. mL™) Atividade do oleo
Bacillus subitilis 17 Bactericida
Staphyvlococcus aureus 17 Bactericida
Pseudomonas aeruginosa 66 Bactericida
Escherichia coli 17 Bacteriostatico
Candida albicans 4 Fungicida
Candida krusei 4 Fungicida
Candida tropicalis 8 Fungicida
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CONCLUSOES

Pimenta pseudocaryophyllus apresenta potencial para uso no
desenvolvimento de farmacos e de defensivos agricolas menos agressivos ao ambiente, uma
vez que a espécie contem constituintes quimicos de reconhecidas atividades biologicas
(eugenol, acido ursolico e B-amirina) e seu Oleo apresentou atividade contra microrganismos

prejudiciais a saide humana e a espécies vegetais de interesse agronomico.
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ANEXO A - Normas de Publicagdao- Revista Fitoterapia

Fitoterapia is a Journal dedicated to medicinal plants and to bioactive
natural products of plant origin. It publishes original contributions into these seven major

arcas:

1. Characterization of active ingredients of medicinal plants;

2. Development of standardization method for bioactive plant extracts and natural products;
3. Identification of bioactivity in plant extracts;

4. Identification of targets and mechanism of activity of plant extracts;

5. Production and genomic characterization of medicinal plants biomass;

6. Chemistry and biochemistry of bioactive natural products of plant origin;

Article critically reviewing the historical, clinical and legal status of

medicinal plants and accounts on topical issues are also welcomed. Contributions reporting

1. Activity data on crude extracts that have not been characterized by analysis of their major
constituents (HPLC, NMR)

2. Unexceptional and predictable bioactivity (antioxidant properties of phenolics or
antibacterial activity of essential oil)

3. Uncritical ethnopharmacological investigations, where a list of plants and their use are

simply recorded are not normally considered for publication.

The following immediate rejection criteria apply:

RULE 1: The manuscript does not fall into any of the areas of interest of the Journal,

RULE 2: The manuscript is too preliminary, reporting e.g. activity data without comparison
to a reference, or without a positive control;

RULE 3: The botanical source is not clearly identified, authenticated, and documented
(voucher);

RULE 4: Bioactivity is not relevant to in vivo situations. The journal accepts Reviews, Full

Papers and Book Reviews.
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Submission

All contributions must be submitted in English and follow the specific
submission requirements stated below.
Authors should submit their manuscripts electronically by using the Elsevier

submission site at http://ees.elsevier.com/fitote

Email and print manuscript submission are discontinued.

After registration, authors will be asked to upload their manuscript and
associated artwork. Full instructions on how to use the online submission tool are available at
the web address listed above. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer
review are that it has been prepared by strictly following the format and style of the journal as
mentioned below, that it is written in good English, includes the electronic version and that
the manuscript meets the Fitoterapia standard and scope.

Contributions are accepted on the understanding that the authors have
obtained the necessary authority for publication. Submission of multi-authored manuscripts
implies the consent of each of the authors. The publisher will assume that the corresponding
author has specifically obtained the approval of all other co-authors to submit the article to
this journal. Submission of an article is understood to imply that it is not being considered for
publication elsewhere and that the author(s) permission to publish his/her article in this
journal implies the exclusive authorization to the publisher to deal with all issues concerning
copyright therein. Further information on copyright can be found on the preliminary pages of
the journal issue.

It is expected from the authors that they submit only data that have arisen
from animal experimentation carried out in an ethically proper way by following guidelines as
set by the World Health Organization. The Editor will not accept manuscripts which violate
these principles.

Manuscripts should be neatly typed, double spaced throughout, including
tables, on pages of uniform size with at least 3 cm margins on all sides. Authors should not
break or hyphenate words at the end of the sentence. Words like anti-inflammatory can have a

hyphen. Footnotes in text are not permitted.
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Submission requirements:

All manuscripts (Reviews, Full Papers) must include:

1 Title, author(s) and address(es):Title: The title must be as brief as possible,
comprehensive and descriptive. Each author must provide: forename, initials of other
forenames, surname, and address. The Corresponding Author (one only) must be marked
with an asterisk, must include Email address and is listed first. Additionally the
corresponding author must include telephone, fax and an indication where proofs should be
sent.

2 Abstract: An abstract should be included at the beginning of the manuscript. This abstract
should be factual, not descriptive, and should present the reason of the study, the main
findings, and principal conclusions. The abstract should contain no more than 120 words.

3 Keywords: 3-6 keywords are to be assigned by the authors. These keywords should be
typed at the end of the abstract.

Reviews are full-length state-of-the-art articles. When submitting a Review, authors are

requested to consult with the Editor in advance.

Full Papers should be divided into labelled sections -- Introduction, Experimental, Results
and Discussion. The section Experimental should include concise details on the methodology
adopted, sufficient to repeat the experiment. Methods for which adequate reference can be

cited are not to be described.

Extracts and/or fractions tested for in vitro or in vivo biological activities should be
chemically defined, identifying and quantitating either their major constituents or their marker

constituents. Authors are required to include:

(1) the chemical structure/s, formula/ae and proprietary name/s of new compound/s. Authors
are requested to specify the database and the years of coverage on which the novelty status is

claimed.

Physical and spectral data of a new compound should be reported according to the following

example: Name, mp 233°C (MeOH);[a]20 D +41° (concentration, solvent); UV max
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(solvent):225 (log € 4.14), 278 (3.61) nm; IR bands (KBr, solvent, nujol): 3530, 1740, 1623
cm™; "TH-NMR (MHz, solvent):5:0.90 (3H, b, J 7 Hz), 4.60 (‘H, bs), 7-7.2 (4H, m), etc; "c-
NMR(MHz, solvent): 77.9 (C-2), 171.6 (-C=0), 60.8 (-OCH,-), 14.0 (-CH3), 132.4 (C-1"),
78.5 (C-1"), etc. Otherwise, preferable : "H-NMR and "*c- NMR data : see Table 1. EIMS m/z:
354 [M]+(84), 339 (18), 295 (100) or Positive FAB-MS: m/z 543 [M+ Na]+ (C4H40O,,Na+)
or HREIMS m/z : 442.3798 [M] Calc. for C3yHs00, 442.1290 or HRFABMS m/z: 330.1700
[M+H]. Calc.for Ci9Ha4 N 04330.1688 etc. Elemental analysis: C, 71.08; H, 7.42; N, 7.93.
Calc. for C,1Hy6N,Os: C, 71.16; H, 7.39; N, 7.91.

(i1) the w/w yield of prepared extracts and fractions or isolated compounds in terms of
starting crude plant material;

(ii1) complete formulation details of all crude drug mixtures;

(iv) investigated plant parts (fresh or dried drug), site and period of harvest, authentication
and, in case of less well known plants, voucher herbarium specimen number and name of
the herbarium institution where it has been deposited. When first cited, plants must be
fully identified as in the following illustration: Catharanthus roseus (L.) G. Don f. albus

Pich. (Apocynaceae).

Contributions may include tables, figures, formulae, photographs or slides.

Excessive use of tables, diagrams, etc. should be avoided.

Preparation of Tables, Figures and Illustrations

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

+ Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide all illustrations as separate files and as hardcopy printouts on separate sheets.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.
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If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the
web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will receive
information regarding the total cost from Elsevier after receipt of your accepted article. For
further information on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Please note: Because of technical complications which can arise by
converting colour figures to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour
in print) please submit in addition usable black and white prints corresponding to all the

colour illustrations.

References should be referred to by a number [1] in the text and be listed according to this
numbering at the end of the paper. Only papers and books that have been published or in press
may be cited; unpublished manuscripts or manuscripts submitted to a journal but which have

not been accepted may not be cited.

Abbreviations for journal names should confirm to those in the
Bibliographic Guide for Editors and Authors (American Chemical Society, Washington,
D.C.). The style and punctuation of the references should conform to the following examples:

Journals:

[1] Britton EB. J Ethnopharmacol 1984;12:331.
[2] Yadav AK, Tandon V, Rao HSP. Fitoterapia 1992;63:395.

Books:

[3] Perry LM. Medicinal plants of East and Southeast Asia: attributed properties and uses.
Cambridge, Massachusetts, and London: The MIT Press, 1980. p. 358.
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Multiauthor Books:

[4] Nomura T, Fukai T. Phenolic constituents of licorice (Glycyrrhiza species). In: Herz W,
Kirby G, Moore RE, Steglich W, Tamm CH, editors. Progress in the chemistry of organic
natural products, vol 73. Vienna: Springer, 1998. p. 1.

Electronic documents (articles in press):

The digital object identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to
a document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never
changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document particularly "Articles in
press" because they have not yet received their full bibliographic information. The correct

format for citing a DOI is shown as follows:

doi:10.1016/j.fitote.2004.03.013

Articles in Special Issues: Please ensure that the words 'this issue' are added (in the list and

text) to any references to other articles in this Special Issue.

Physical and spectral data of a new compound should be reported according
to the following example: Name, mp 233°C (MeOH);[a]20 D +41° (concentration, solvent);
UV max (solvent):225 (log ¢ 4.14), 278 (3.61) nm; IR bands (KBr, solvent, nujol): 3530,
1740, 1623 cm™; "H-NMR (MHz, solvent):5:0.90 (3H, b, J 7 Hz), 4.60 (‘H, bs), 7-7.2 (4H,
m), etc; “c- NMR(MHz, solvent): 77.9 (C-2), 171.6 (-C=0), 60.8 (-OCH,-), 14.0 (-CH3),
132.4 (C-1"), 78.5 (C-1"), etc. Otherwise, preferable : '"H-NMR and - NMR data : see Table
1. EIMS m/z: 354 [M]+(84), 339 (18), 295 (100) or Positive FAB-MS: m/z 543 [M+ Na]+
(C24H40012Na+) or HREIMS m/z : 442.3798 [M] Calc. for C30Hs00, 442.1290 or HRFABMS
m/z: 330.1700 [M+H]. Calc.for Ci9Ho4 N 04330.1688 ctc. Elemental analysis: C, 71.08; H,
7.42; N, 7.93. Calc. for C;1H26N,0s: C, 71.16; H, 7.39; N, 7.91.
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Copyright guidelines for authors

Upon acceptance of an article, authors will be asked to sign a 'Journal
Publishing Agreement' (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail (or letter) will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement'
form or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of
contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and translations (please
consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit
the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases:

please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Authors' rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for

details you are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by
post). Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download  Adobe Reader version 7 (or higher) available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate PDF
files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do not wish to
use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query
Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If,

for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
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(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting,
editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to
the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission
from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us
in one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that

Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.

Reprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the
article via e-mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a watermarked
version of the published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a
disclaimer outlining the terms and conditions of use. Additional paper offprints can be

ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the corresponding author.

Language Services

Authors who require information about language editing and copyediting
services preand post-submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or
contact authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither
endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside
vendors through our services or in any advertising. For more information please refer to our

Terms & Conditions http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
whose articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about

existing agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.
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Author enquiries

For enquiries relating to the submission of articles (including electronic
submission ~ where  available) please  visit this  journal's  homepage  at
http://www.elsevier.com/locate/fitote. =~ You can  track  accepted  articles  at
http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an
article's status has changed. Also accessible from here is information on copyright, frequently

asked questions and more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially

those relating to proofs, will be provided by the publisher.

These  instructions to  authors may also be found at

http://authors.elsevier.com/locate/fitote

AUTHOR ARTWORK INSTRUCTIONS

Help us reproduce your artwork to the highest possible standards - in both paper and
digital formats

Submitting your illustrations, pictures, tables and other artwork (such as
multimediaand supplementary files) in an electronic format helps us produce your work to the
best possible standards, ensuring accuracy, clarity and a high level of detail. These pages
show how to prepare your artwork for electronic submission and include information on
common problems, suggestions on how to ensure the best results, and image creation guides
for popular applications. See the links under Application Guidelines for details about using

specific artwork software for Windows and Macintosh platforms.

Checklist

Before you send us your artwork, make sure you can answer 'yes' to the following:
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. My files are in the correct format - TIFF, EPS or PDF. MS Office files (Word,
Powerpoint, Excel) are also accepted, provided they meet certain conditions. For more
information, see File Formats.

. My color images are provided in the RGB colorspace.

. The physical dimensions of the artwork match the dimensions of the journal to which I

am submitting.

. The lettering used in the artwork does not vary too much in size. See Sizing of
Artwork.
. I have used the recommended naming conventions. See File Naming.

If you are delivering your artwork on disk:

. All illustrations are provided as separate files and as hardcopy on separate sheets.
. All artwork is numbered according to its sequence in the text.
. Figures, schemes and plates have captions and these are provided on a separate sheet

along with the manuscript, in addition all figures are referred to in the text.
. If required, I have specified the preferred magnification factor of my artwork on the

sheet with filenames that accompany the disk.

My artwork is on a 3.5" disk, CD-ROM, ZIP disk or JAZ disk. See Acceptable Media.
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ANEXO B - Normas de Publicacao - Quimica Nova

GERAL Serao considerados para publicagdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica, Historia
da Quimica, Politica Cientifica, etc, alem de artigos de areas afins, desde que tenham
acentuado contetido quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades

abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos de
pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo Introdu¢do, Resultados e
Discussdo, Parte Experimental etc, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as

paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisdo destinados a apresentagdao do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo

figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida area, o autor tenha publicacdes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, 0o autor deverd submeter a
editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta
explicativa da pertinéncia do trabalho. O material serd analisado pelos Editores e, uma vez
aprovado, sera solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas de

QN, e s6 entdo sera dado inicio ao processo de avaliacdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN podera, eventualmente, convidar pesquisadores

qualificados para submeter artigo de revisao.

Artigos sobre Educacéo (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas relacionadas ao
ensino de Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduagao e pos-
graduacdo. Deverdo ter no Maximo 25 péginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e

todas as paginas deverdo ser numeradas.
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Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de comunicagdo de métodos,
validacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no laboratorio de
origem do autor do manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas,

esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de assuntos de interesse
geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduacdo e pos-graduacao,
historia da quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas,

esquemas etc. e todas as paginas deverao ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um unico
arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de

QN. A revista ndo aceita mais a submissdo de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos
autores. Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apds o
nome de cada autor. Os autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para
correspondéncia, que devera ser o mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado

com asterisco (*) e seu e-mail colocado no rodapé da pagina (um sé e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés
(abstract), com no maximo 100 (cem) palavras, e a indicac¢do de 3 palavras-chave (keywords),

também em inglés.

As figuras (graficos, esquemas, etc) deverdo ter qualidade grafica adequada
(usar somente fundo branco). As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser colocadas apds as
referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deverdo ser
em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para tracos).. No caso particular de esquemas contendo
estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser
reduzidas uniformemente, alem de boa qualidade grafica. Considerar que as figuras deverao

ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm)
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Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando
da publicagdo. Esse valor s6 podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver

previsto para ser publicado, ocasido em que a grafica fornece o or¢amento.

Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados
anteriormente na literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto a
empresa/sociedade cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto

com a versao final do manuscrito.

As referéncias deverdao ser numeradas consecutivamente no texto, na forma
de expoentes, apds a pontuagdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final
do texto. As legendas das figuras, graficos e esquemas deverao ser colocadas em uma tUnica
folha a parte, separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, os
esquemas, as tabelas e os quadros. No texto, devera ser indicada apenas indicar a inser¢ao de

cada um(a).
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REFERENCIAS
Revistas:

Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source
Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma determinada
revista ndo puder ser localizada e ndo for obvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se
citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2 No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, e recomendado citar o seu
nimero de Chemical Abstract, como segue: Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V;
Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; lzv. Vyssh. Uchebn. Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976,
19, 708. (CA 85:780515).

3 Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista
de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas e o seguinte:

Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade, C.
H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123;
Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.
Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parentéses).

4 Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)

5 Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

6 Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3, 1999.
Livros:

7 Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

8 Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988. Programas de computacéo (Softwares):

9 Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993. Teses:

10 Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997. Material apresentado em Congressos:
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11 Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:
http://jbcs.sbq.org.br, acessada em Junho 2001.
Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido.
Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho nao
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicagdo pessoal. Os resultados ndo publicados s6
poderao ser citados com a permissdo explicita das pessoas envolvidas na sua obtengao.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela
IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos
(orgénicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em Q.N.
Quanto aos Simbolos e Terminologias, onde ndo ha tradugdo, espera-se que adaptagdo seja
feita pelos autores, criando entdo, paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS - A QN oferece aos autores a submissdo on line, que pode
ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page
(http://quimicanova.sbq.org.br) usando a op¢ao Novo Usudrio.Usuérios da plataforma do
JBCS, ja estdo cadastrados na base (pois ela ¢ comum as duas revistas), devendo utilizar o
mesmo Login e Senha. Apds estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente seguir as
instrugdes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um dnico arquivo do
manuscrito completo, em formato PDF. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o
arquivo .pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor.
Tao logo seja completada a submissdo, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o
codigo temporario de referéncia do manuscrito, ate que este seja verificado pela editoria.
Entdo sera enviado e-mail com o numero de referéncia do trabalho.

Se ndo for recebido o e-mail com codigo de submissdo temporaria, por algum motivo, a
submissdo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la.
Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor poderd acompanhar, diretamente através do sistema, a situa¢do de seu manuscrito.

Ao fazer a submissao, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no local
indicado, sendo obrigatdria a apresentagdo dos e-mails de todos os autores. Alem disso,
devem ser enviados também os nomes e emails de trés ou quatro possiveis assessores, que nao
podem pertencer a(s) mesmag(s) institui¢do(oes) dos autores.

Material Suplementar - Esta modalidade foi criada para que na versdo impressa da revista
apareca o numero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versdo on line, figuras, tabelas
e ilustragdes coloridas apresentadas na forma de material suplementar ndo terdo custo
repassado aos autores, nem limite de paginas. Porem, devem ter boa qualidade grafica

O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicagdo clara. Devera
ser submetido um Unico documento .pdf, incluindo o material suplementar.
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Os Editores poderao solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a separacdo de
Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS - Manuscritos enviados aos autores para revisdo deverao
retornar a Editoria dentro de prazo maximo de trés meses ou serdo considerados retirados,
sendo que o sistema encerra o processo, nao permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo,
devera ser feita nova submissao, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login ¢ a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instru¢des fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada e das respostas aos assessores,
detalhando as alteragdes feitas na nova versdo e justificando as alteracdes sugeridas nos
pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados
através da se¢do Envio de Nova Versdo, na Pagina do Autor, no sistema de submissdo on line
de ON.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-mail, o
codigo temporario de referéncia do manuscrito, ate que ele seja verificado pela editoria. Entao
sera enviado e-mail contendo o nlimero de referéncia do trabalho.

Se ndo receber o e-mail com c6digo de submissdo temporaria, por algum motivo, a submissao
ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de cinco (cinco) dias para completa-la.
Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a versdo final, o autor recebera instru¢des
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc) . Arquivos
em formato .pdf ndo sdo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolugdo (800 dpi/bitmap para
tracos) com extensao tif ou jpg, desde que nas dimensoes especificadas pelos Editores. As
fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale) deverdo ser enviadas com extensao tif/jpg,
com largura maxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas ao aplica-las no padréo
da Revista. Outras extensdes possiveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de
esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensao,
para que possam ser reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas alteragdes nos
manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais claro,
respeitando, naturalmente, o contetdo do trabalho. Qualquer que seja a natureza do
manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho sera atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.
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artigos, inclusive separatas, reproducoes fotograficas, microfilmes ou quaisquer outras
reproducoes de natureza similar, inclusive traducoes. Nenhuma parte desta publicacao pode
ser reproduzida, armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma ou
meio, seja eletronico, eletrostatico, mecanico, por fotocopia, gravacao, midia magnetica ou
algum outro modo, sem permissao por escrito da detentora do copyright. Embora todo
esforco seja feito pela SBQ, Editores e Conselho Editorial para garantir que nenhum dado,
opiniao ou afirmativa errada ou enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que o
conteudo dos artigos e propagandas aqui publicados sao de responsabilidade, unica e
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