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RESUMO

Ecossistemas de restingas sédo formacdes provenientes de processos de regressao
maritima que ocorreram durante o periodo Quaterndrio. Nessa regressao, uma grande faixa
de areia apresentou-se desnuda e foi colonizada por espécies vegetais de ecossistemas
vizinhos, como Floresta Estacional Semidecidua. As espécies colonizadoras desenvolveram
diversas estratégias adaptativas, por exemplo: morfoanatbmicas e ecofisiolégicas, para
sobreviverem nas restingas. Deste modo, o presente estudo investigou de forma
comparativa os atributos anatémicos, a composicao quimica e a atividade antimicrobiana do
lenho de Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae) em relacdo aos ambientes de Restinga (RES)
e Floresta Estacional Semidecidual (FES). Além disso, foram estabelecidos parametros
comparativos que permitiram a correlacdo das alteragcdes morfoanatdmicas do lenho da M.
insularis em resposta as variagdes ambientais que ocorrem na restinga e no afloramento
rochoso e a atividade antimicrobiana de compostos presentes no lenho foi testada. A
espécie M. insularis foi coletada e processada segundo técnicas usuais para anatomia
vegetal e para a analise da composicdo de substancias dos extratos do lenho. Cinco
individuos de cada area (RES e FES) foram selecionados para obtencdo das amostras e
confecgdo de corpos de prova para analise anatdmica. Em laboratorio, os corpos de prova
foram processados, montados em laminas permanentes e descritos anatomicamente
conforme as normas do IAWA Committee (1989). M. insularis apresentou caracteristicas
gqualitativas semelhantes entre as areas de coleta RES e FES. Por outro lado, as
caracteristicas quantitativas mostraram menores valores para o comprimento, diametro
tangencial e radial, area do limen e espessura dos elementos de vaso e maior valor de
frequéncia na RES. Além disso, indices de vulnerabilidade e mesomorfia foram menores na
RES. Em relagdo a analise dos extratos do lenho, M. insularis apresentou diferenca
quantitativa entre as areas RES e FES, indicando FES como area de estudo. Na area de
FES foi isolado e testado o componente: 2a,33,23-triidroxiolean-12-en-28-6ico (acido
arjundlico). No extrato metandlico de acetato de etila apresentou inibicdo contra as células
de Candida buinensis e Candida tropicalis, nas concentracdes de 200 pug.mL™* com 72% e
82% respectivamente. M. insularis demonstrou pela primeira vez um triterpeno pentaciclico
triildroxilado do tipo oleanano, conhecido como acido arjunélico encontrado nos extratos
desta espécie, apresentando propriedades medicinais.

Palavras-chave: Anatomia do lenho; acido arjunélico, Myrtaceae.



Anatomic wood, chemical composition and antimicrobial activity of Myrcia insularis

(Myrtaceae) in two ecosystems of Mata Atlantic

ABSTRACT

Restingas ecosystems are formations of maritime regression processes during the
Quaternary period. In this marine regression, a great strip of sand was naked and colonized
by plant species of nearby ecosystems, as the Semidecidual Seasonal Forest. The colonized
species developed several adaptive strategies (morph-anatomical and ecophysiological) to
stay in the Restingas. The aim of this study was to compare the anatomical attributes,
chemical composition and the antimicrobial activity of Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae)
wood in relation to Restinga (RES) and Semideciduous Seasonal Forest (FES)
environments. The M. insularis was collected and processed according to the techniques for
plant anatomy and for an analysis of the composition of extracts of the wood. Thus, five
individuals from each area (RES and FES) were selected to obtain the samples and
collected for anatomical analysis. In the laboratory, the specimens were processed according
to the standards of the IAWA Committee (1989) and mounted on permanent blades. Myrcia
insularis presented similar qualitative characteristics between the RES and FES collection
areas. On the other hand, the quantitative characteristics showed smaller values for the
length, tangential and radial diameter, lumen area and vessel element thickness, and higher
frequency value in RES. In addition, vulnerability and mesomorphism rates were lower in
RES. Regarding the analysis of wood extracts, M. insularis showed a quantitative difference
between the RES and FES areas, indicating FES as the study area. In the FES area, the
component: 2a, 3B, 23-trihydroxylelan-12-en-28-oic acid (arjunolic acid) was isolated and
tested. In the extracts of dichloromethane and ethyl acetate showed inhibition against
Candida buinensis cells at concentrations of 200 pg.mL?* with 64.22% and 73.17%,
respectively. M. insularis demonstrated for the first time a tetracyclic triterpene
trihydroxylated of type oleanan, called arjunolic acid found in the species extracts, presenting
medicinal properties.

Keywords: wood anatomy; acid arjunolic; Myrtaceae.
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1. INTRODUCAO GERAL

O bioma Mata Atlantica é caracterizado pela sua alta diversidade de espécies e altos
indices de endemismo (Ribeiro et al., 2009). Esse bioma abriga diversos ecossistemas
associados, como: Mangues, Restingas, Campos de Altitude, Brejos Interioranos, Encraves
Florestais do Nordeste, Ilhas Costeiras e Oceénicas, Florestas Ombrofilas Densa, Florestas
Mista (Mata Araucarias) e Aberta, e Florestas Estacionais Deciduais e Semideciduais
(Camara, 2003). Mesmo com a heterogeneidade desse bioma, ele é considerado um dos
mais ameacados de extingdo do mundo, que originalmente ocupava cerca de 1,3 milhdes de
km? e atualmente restam apenas 29% de sua cobertura vegetal (Fundacdo SOS Mata
Atlantica, 2017). No estado do Rio de Janeiro, apesar de apresentar programas e projetos
de regeneracdo da Mata Atlantica, a sociedade ainda precisa ficar em alerta, com a
necessidade de preservar 0os remanescentes que ainda existem (Fundacdo SOS Mata
Atlantica, 2017).

O afloramento rochoso é um tipo de Floresta Estacional Semidecidua que pode ser
fonte de espécies para a composicdo de outro ecossistema associado. Essas Florestas séo
afloramentos graniticos que se destacam em uma paisagem circundante mais plana, que
em uma visdo ecologica funcionam como ilhas terrestres com rochas expostas e com
vegetacdo arbdreo-arbustiva no seu contorno (Krieger et al., 2003; Conceic¢do et al., 2007).
Assim, o afloramento rochoso pode ser responsavel pela colonizacdo de outros
ecossistemas, como a restinga, devido principalmente a proximidade (Rizzini, 1979;
Scarano, 2002). Neste contexto, estudos comparativos das caracteristicas fisiologicas e
morfoanatémicas de espécies coexistentes nas areas de restinga e afloramento rochoso sao
de extrema importancia, principalmente no que se refere a consolidacdo das vegetacdes de
restinga e da plasticidade desenvolvida pelas espécies (Borges, 2017; Oliveira, 2017).

As restingas representam planicies arenosas, que se formaram ha aproximadamente
20.000 anos, decorridos processos geoldgicos de regressdo maritima no periodo
Quaternario (Suguio & Tessler, 1984; Cirne et al., 2003). Ao longo do tempo, as faixas de
area desnuda foram colonizadas por espécies de plantas provenientes de ecossistemas
vizinhos, como de floresta estacional semidecidua, que colaboraram fortemente para a

formacgédo de vegetacdes de restinga (Scarano, 2002).

1.1 Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae)

Myrtaceae € uma das familias mais importantes da flora lenhosa encontradas na
América do Sul, principal centro de dispersdo, com cerca 1,32 % do total das Angiospermae

conhecidas, dividida em 140 géneros e 3.500 espécies, com habitos arbéreos e arbustivos
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(Angiosperm Phylogeny Ill, 2009). No Brasil, existem aproximadamente 23 géneros e 1.034
espécies nativas, contando com a tribo Myrteae ou subfamilia Myrtoideae (CNCFlora, 2012;
Sobral et al., 2015). O género Myrcia € um dos mais ricos da tribo Myrteae, cerca de 400
espécies.

O perfil quimico relatado para as espécies da familia Myrtaceae é composto por
flavondides (Wollenwber et al., 2000), taninos (Yang et al, 2000), monoterpenos (Umehara
et al, 1998), acetofenonas (Yoshikawa et al, 1998) e terpenos que podem ocorrer na forma
livre ou glicosilados e como ésteres de fenilpropanoides (Benyahia et al.,, 2005). Os
triterpenos tém despertado grande interesse, devido a seu amplo espectro de atividade
bioldgica, tais como anti-inflamatéria, antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral,
antidiabética, antiulcerogénica, anticariogénica, hepatoprotetora, neuroprotetora,
antiparasitica, analgésica e antioxidante (Coloma et al., 2011). Porém nada foi relato para a
espécie em estudo.

Diversos estudos fitossociolégicos e floristicos citam a familia Myrtaceae por sua
capacidade de adaptabilidade aos ambientes que estas sdo encontradas (Aragdo &
Conceigdo, 2007). A familia apresenta potencial econémico, pois diversas espécies sao
utilizadas na alimentacdo, como por exemplo, Psidium guajava L. (goiaba) e Eugenia
uniflora L. (pitanga), consumidas in natura, em forma de doces, sorvetes, sucos e geleias
(Lorenzi et al., 2006). A familia também apresenta uma grande importancia ecoldgica, visto
gue muitas espécies oferecem frutos carnosos e suculentos como fonte de alimentacdo a
fauna silvestre, o que proporciona a disperséo das sementes e favorece a sobrevivéncia e a
permanéncia dessas espécies nos ambientes (Pizzo, 2003). Atualmente, diversos estudos
estdo sendo feitos a fim de caracterizar melhor a diversidade das espécies da familia
Myrtaceae, dentre esses se destaca o estudo da M. insularis (Myrtaceae in Flora do Brasil
2020 em construcéo, 2018).

Myrcia insularis Gardner, chamada vulgarmente de Vapiranga ou Guarapiranga,
representa uma arvore pequena com altura média de 4 a 6 metros e possui frutos
comestiveis (Tabarelli & Mantovani, 1999). Esta espécie € endémica do Brasil,
apresentando ocorréncias confirmadas no Nordeste (Bahia, Pernambuco), Sudeste (Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), Sul (Parand) (Sobral et al., 2015; Myrcia in Flora do
Brasil 2020 em construcdo, 2018). Apresenta caule com crescimento monopodial; tricoma
tipo ausente; folha adaxial nervura-central completamente proeminente(s)/completamente
canelado(s)/completamente aplanado; folha formato lanceolada abaxial; folha indumento
glabro; bractea ou catafilo subtendida folha n6 ausente(s); inflorescéncia ramulo formato
arredondada; bractéola subtendida, flor linear; inflorescéncia caule por axilar broto(s) 1/2;
inflorescéncia posicdo terminal e verticilada/subterminal e verticilada; formato piramidal

oposta(s); flor: antera(s) teca(s) igual(ais); floral(ais) disco tricoma(s) ausente(s); hipanto
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formato obcénico; hipanto indumento glabro; célice abertura ndo rasgando; sépala fusao
completamente livre; fruto tipo calice lobo em fruto marcescente(s); fruto formato globoso(s)
(Lucas et al., 2016).

No Brasil, M. insularis esta distribuida no dominio de Mata Atlantica e na vegetacéo
de Floresta Ombréfila Densa, Estacional Semidecidua e Restinga (CNCFlora, 2012). Essa
espécie possui atualmente poucas informacgdes, estando incluida na lista de espécies nao

ameacadas, porém tem interesse na pesquisa e conservacao (Martinelli & Moraes, 2013).

1.2 APA Macigo do Itaoca

Os afloramentos rochosos também conhecidos como ‘inselbergs’ sdo formacdes
geolodgicas Pré-Cambrianas (lbish et al., 1995), e se mostram isolados e circundados por
uma vegetacdo florestal, caracterizando um mosaico de é&reas distintas ao redor. Essa
vegetagdo florestal possui caracteristicas ambientais proprias, como solo com pouca
capacidade de retencdo de agua e nutrientes e predominéncia de rochas, que dificultam a
fixacdo das raizes, altos indices de insolacdo e altas temperaturas (Porembski, 2007). A
vegetagdo distinta dos afloramentos rochosos esta ligada a fatores pedoldgicos, como tipo
de rocha e de solo da regido (Figura 1). Alguns fatores ambientais como, disponibilidade
hidrica, radiagédo solar e diferentes niveis de temperatura, indicam distribuicbes dos perfis
vegetacionais que permitem a sobrevivéncia de varias espécies predominantes (Moura et
al., 2011).

16



forek forest . shrubby | herbaceo grasslund | herbaceous | shrubby | forest | forest

Sax|golous Lower . Lower  © Lower Dry grassland . Humid Upper : Upper : Upper Saxicolous
fringe | fringe | fringe | fringe | fringe | fringe

I:I Granitic bedrock
B s

Figura 1: Distribuicdo hipotética da vegetagcdo em afloramento rochoso sob influéncia da
deposicao de substrato disponivel e de topografia. (Parmentier, 2003).

No estado do Rio de Janeiro, na regido norte fluminense, o representante dos
afloramentos rochosos é o Maci¢o do Itaoca, como destaque no sudeste brasileiro, citado
como uma das regibes mais importantes do mundo, ligadas aos afloramentos rochosos
(Porembski, 2007). O Macigo do ltaoca, também chamado de “Morro do Rato”, esta situado
no municipio de Campos dos Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro, entre os distritos de
Dores de Macabu e lbitioca. E considerado uma Area de Protecido Ambiental (APA),
apresentando um remanescente de Mata Atlantica, com aproximadamente 600 hectares de
floresta estacional semidecidua (ESRGG/IBAMA, 2007). Além disso, é foco de uma grande
preocupacdo em relacdo a preservacdo, porque em sua area existem muitas espécies
ameacadas de extingdo e espécies endémicas. Varias espécies, como M. insularis, ocorrem
neste ecossistema e também co-ocorrem nas restingas da regido, como no Complexo

Lagunar Grussai/lquipari.
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1.3 RPPN Fazenda Caruara

O Complexo Lagunar de Grussai/lquipari (CLGI) possui aproximadamente 4,8 mil
hectares, localizados no municipio de S&o Jodo da Barra, na regido norte do estado do Rio
de Janeiro. Este complexo contribui com 46% de cobertura vegetal de restinga de uma
totalidade de 1.194,3 km? do estado e, com 18% de nimero de espécies citadas para flora
de restinga do estado do Rio de Janeiro (Aradjo & Maciel, 1998) (Figura 2). A restinga do
CLGI é caracterizada pela enorme extensdo de zonas de praia com auséncia de dunas,
provocadas pela mudanca de direcdo de sua linha costeira, e a presenca do Cabo de Séo
Tomé, que influenciou a composicao vegetacional, levando uma analogia com as restingas

do Espirito Santo (Assumpcédo & Nascimento, 2000).

Figura 2: Mapa mostrando a localizagdo do Complexo Lagunar de Grussai/lquipari.
(Nascimento & Assumpcéo, 2000).

A restinga da Fazenda Caruara, € uma Reserva Particular do Patriménio Natural
(RPPN Fazenda Caruara) com cerca de 4 mil hectares, sendo considerada o maior
remanescente de restinga da regido, com trechos de restinga em regeneracdo, areas
antropizadas e com pastagens desativadas. Este remanescente tem um importante papel na
conservacao de corpos hidricos da regido, pela presenca da lagoa de Ilquipari e diversos
brejos sazonais (Ecologus, 2011). A criacdo da RPPN Fazenda Caruara foi feita pela
empresa LLX, no dia 19 de julho de 2012, localizada na regido do Porto do Agu, sendo
monitorada atualmente pela empresa Prumo logistica, como uma forma de compensacéao

ambiental pela implantacdo do Complexo Portuario.
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Segundo Assumpc¢do e Nascimento (2000), esse fragmento de restinga possui
vegetacdo de formacéo praial gramindide, formagéo de Clusia, formacao praial em moitas,
formacgdo de mata de restinga e remanescentes de pastagem inativas com intenso processo
de recuperacdo. Com a caracterizacdo dos perfis fitofisionGmicos, foi realizado um
levantamento floristico permitindo verificar individuos de espécies ocorrentes
concomitantemente na restinga do CLGL (RPPN Fazenda Caruara) por Assumpgao e
Nascimento (2000) e no afloramento rochoso (Maci¢o do Itaoca) por Souza (2015). Dentre
as espécies coexistentes nos dois ecossistemas, a M. insularis se destacou devido uma
grande quantidade de individuos nas duas areas.

Com base nesse contexto, este trabalho buscou estudar e analisar a espécie M.
insularis existente em dois ecossistemas associados da Mata Atlantica, fornecendo analises
comparativas em relacdo as caracteristicas de sobrevivéncia e estratégias ecoldgicas, e
investigacdes da atividade biolégica. Visto que, mesmo com a representatividade da familia
Myrtaceae, os estudos morfoanatdmicos e de atividade biolégica para a espécie M. insularis
ainda sdo escassos. Os resultados gerados sdo de suma importancia para compreensao
dos atributos anatdmicos do lenho que podem exercer relacdo com o0s ambientes
contrastantes e contribuir com efeitos farmacoldgicos anti-Candida dos extratos do lenho.
Assim, 0s seguintes questionamentos relacionados a espécie M. insularis foram levantados
para embasar o desenvolvimento deste trabalho: Quais atributos do lenho podem sofrer
ajustes morfolégicos entre os ambientes estudados? Os extratos de M. insularis podem
auxiliar na inibicdo da atividade antimicrobiana? Os dados poderdo auxiliar nos estudos de

conservacao das areas e da espécie em questao?
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Caracterizar e comparar a anatomia, e avaliar a presenca de metabdlitos
secundérios e sua atividade antifingica do lenho de Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae)
em relacdo aos ecossistemas de Restinga e de Floresta Estacional Semidecidua.

2.2. Objetivos especificos:

° Descrever e comparar quantitativamente e qualitativamente a estrutura

anatdmica do lenho da espécie M. insularis;

° Correlacionar os atributos do lenho dos individuos entre os ambientes de
restinga e de afloramento rochoso, identificando possiveis modificacbes dos atributos
morfoanatémicos do lenho consequentes das diversidades climéaticas das areas dos dois

ecossistemas;

o Extrair, isolar e comparar os metabdlitos secundéarios do lenho de M. insularis

em relacdo aos ambientes;

o Avaliar a atividade inibitéria do extrato do lenho de M. insularis em espécies
de Candida;
° Isolar e identificar substancias presentes no lenho de M. insularis.

Sendo assim, as andlises deste trabalho foram divididas em dois capitulos,
destinando cada um para a publicacdo de artigos. O primeiro capitulo visa a descrigdo
anatémica do lenho de M. insularis e a comparagéo dos atributos anatémicos em relacdo
aos ambientes de RES e FES. O segundo capitulo visa apresentar os testes a partir de
extratos brutos obtidos do lenho de M. insularis para inibicdo da atividade antimicrobiana
com leveduras do género Candida, além da caracterizacdo de constituintes quimicos nos

extratos.
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3. CAPITULO I. Atributos anatémicos do lenho de Myrcia insularis Gardner

(Myrtaceae) em dois ecossistemas da Mata Atlantica

RESUMO

Restingas apresentam algumas caracteristicas peculiares como: baixa disponibilidade
hidrica, alta irradiacdo solar e altas temperaturas. Baseado nas caracteristicas ambientais
supracitadas é possivel afirmar que estes ecossistemas sdo ambientes severos e exigem
gque mecanismos de sobrevivéncia sejam desenvolvidos pelas plantas. Myrcia insularis é
uma espécie arborea, pertencente a familia Myrtaceae, encontrada no Norte-Noroeste
Fluminense, na Restinga (RES) na Reserva Particular de Patrimdénio Natural Fazenda
Caruara, em S&o Jodo da Barra, RJ, e na Floresta Estacional Semidecidual (FES) na Area
de Protecdo Ambiental do Macico do Itaoca, Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste
trabalho foi comparar a anatomia do lenho de M. insularis ocorrente nos dois ambientes
visando caracterizar os tipos celulares, suas variedades e organizagdes estruturais. Para
obtencdo das amostras foi utilizado sonda de Pressler, método néo destrutivo, a 1,30 m do
solo e confeccao de corpos de prova. Em laboratério, os corpos de prova foram seccionados
ao micrétomo de deslize, nos planos longitudinal (radial e tangencial) e transversal, a uma
espessura média de 16 um. Posteriormente, 0s cortes passaram pela desidratagédo, dupla
coloracdo com azul de Astra e Safranina e confeccdo de laminas semipermanentes. Em
seguida, as laminas foram observadas em microscopio Optico para analise e comparagéo
das estruturas, obedecendo as normas do IAWA Committee. O lenho de M. insularis ndo
apresentou diferencas qualitativas entre as areas de coleta. Por outro lado, as
caracteristicas quantitativas mostraram menores valores para o comprimento, diametro
tangencial e radial, area do lumen e espessura dos elementos de vaso e, maior valor de
frequéncia na RES. Além disso, indices de vulnerabilidade e mesomorfia foram menores na
RES. Estes resultados retratam que os individuos da RES apresentam maior ajuste para
evitar 0s riscos de cavitagdo e embolismo, caracterizando uma estrutura do lenho
aclimatada a ambientes secos. Ademais, o presente trabalho mostra as diferentes
caracteristicas da espécie em resposta as condi¢des contrastantes entre as areas de coleta.

Palavras-chave: Afloramento rochoso, Atributos funcionais do lenho, Floresta Semidecidua

e Restingas.
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CHAPTER I. Anatomical traits of Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae) wood in two

different ecosystems of the Atlantic Forest

ABSTRACT

Restingas present some distinct characteristics such as: low water availability, high
irradiance and high temperatures. Based on these environmental characteristics, it is
possible to assert that Restingas are very harsh environments and require that plants
develop mechanisms of survival. Myrcia insularis is a tree species of Myrtaceae family, found
in the North-Northwest Fluminense, in a Restinga (RES) located at the Reserva Particular de
Patrimonio Natural Fazenda Caruara, in Sao Joao da Barra, RJ, and is also found at the
Semideciduous Seasonal Forest (FES) in Area of Environmental Protection at Macigco do
Itaoca, Campos dos Goytacazes, RJ. Thus, the aim of the present work was to compare the
wood anatomy of M. insularis in these two different environments, RES and FES, aiming to
characterize cell types, its varieties and structural organizations. To obtain the samples, a
Pressler auger, through non-destructive method, was used at 1,30m from the soil and for the
preparation of wood specimens. In laboratory, the specimens were sectioned through sliding
microtome, in longitudinal (radial and tangential) and transverse sections, at a mean
thickness of 16 um. Subsequently, the sections were submitted to dehydration, double
staining with Astra blue and Safranin and the production of semipermanent slides. The slides
were placed for observation in a light microscope for analysis and comparison of the
structures, accordingly to IAWA Committee protocol. M. insularis wood did not presented
qualitative differences between the studied areas. However, the quantitative measures
presented lower values for length, tangential and radial diameter, lumen area and thickness
of the vessel elements, besides a higher frequency value in RES. In addition, the
vulnerability and mesomorphic indexes were lower in RES. These results show that RES
individuals present greater adjustment to avoid cavitation and embolism, characterizing the
wood structure as acclimatized in dry environments. Finally, the present work shows the
different characteristics of the species to respond to the contrasting conditions between the
studied areas.

Key words: Rock outcrop, wood anatomy, functional traits, semideciduous forest, restingas.
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3.1. INTRODUCAO

Planicies arenosas, denominadas de restingas, sdo resultado de regressfes
marinhas ocorridas no periodo Quaternario (Scarano, 2002; Cirne et al., 2003). Essas
planicies ocorrem preferencialmente em uma faixa com variagées de 30 km a 500 km de
todo litoral (Lacerda et al., 1993). A vegetacdo de restinga teria sido formada a partir de
espécies de plantas provenientes de biomas e/ou ecossistemas proximos, tais como
caatinga, mata de tabuleiro, e até mesmo afloramentos rochosos litoraneos (Araujo, 2000;
Scarano, 2002).

Os afloramentos rochosos sdo formacdes geoldgicas e podem ser denominados
também como ‘inselbergs”. Estes se mostram isolados na localidade, circundado por uma
vegetacgao florestal, formando um mosaico com caracteristicas diferenciadas das areas ao
redor (Krieger et al., 2003). Essa formacao vegetal funciona como uma verdadeira barreira
para muitas espécies e apresenta caracteristicas ambientais, como solo com pouca
capacidade de retencdo de nutrientes e agua, e predominancia de rochas, o que dificulta a
fixacdo das raizes (Porembski, 2007). Porém, esse ecossistema ainda oferece diversos
micro habitats, como fendas, depressdes e ilhas de solo, em uma variagdo microclimatica
separada, muitas vezes, por centimetros (Porembski, 2007).

No afloramento rochoso uma vasta comunidade de plantas pode ser encontrada,
composta tanto de fanerégamas como de Criptdgamas (Araujo, 2000). Com poucos estudos
existentes, o direcionamento destes estda em sua maioria para a flora de fanerégamas. A
partir da década de noventa, estudos floristicos vém sendo realizados nos afloramentos
rochosos nos tropicos, mas no Brasil ainda é escasso (Scarano, 2007). No entanto, o0s
afloramentos rochosos podem abrigar varios tipos florestais, dentre estes a Floresta
Estacional Semidecidua (Scarano, 2007). Este tipo de formacdo florestal € uma
fitofisionomia caracteristica de Mata Atlantica de transicdo entre as florestas de encostas
litordneas e as formacdes ndo florestais de interior (Veloso et al.,, 1991). Estas ilhas
terrestres de rochas, no ponto de vista ecolédgico, formam uma vegetacéo arbéreo-arbustiva
em seu entorno, estabelecendo um habitat Gnico para diversas espécies (Meirelles et al.,
1998; Conceicao et al., 2007).

Estudos em anatomia do lenho destinam-se ao conhecimento e a descricdo dos
diversos tipos celulares que constituem o xilema secundério, além de determinar sua
organizacao, funcdes e peculiaridades estruturais. O estudo comparativo da anatomia do
lenho de espécies submetidas a diferentes condicdes ambientais pode fornecer subsidios
para a compreensdo de como as plantas respondem ao ambiente em que vivem e suas

estratégias ecoldgicas de sobrevivéncia (Carlquist, 2001; Pfautsch et al., 2016).
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Os fatores ambientais, como precipitacdo, temperatura, radiagdo, latitude, altitude e
caracteristicas do solo, incluindo a umidade, os nutrientes, a porosidade e a disponibilidade
hidrica, influenciam na estrutura e morfologia do lenho e estéo fortemente relacionados com
o desenvolvimento da planta (p. ex.: Ribeiro & Barros, 2006; Marques et al., 2012; Callado et
al., 2014; Costa et al., 2015; Marques et al., 2015; Ferreira et al., 2016; Silva et al., 2016;
Ferreira et al, 2016; Silva et al., 2016; Campbell, 2018). O estudo dos caracteres anatbmicos
do lenho vem sendo utilizado para as investigactes filogenéticas, evolutivas e taxonémicas,
sobressaindo-se no uso potencial do lenho para a determinacdo e compreensao dos
aspectos ambientais e uso racional de conservacdo (Luchi, 2011; Campbell et al., 2016;
Costa et al., 2018).

A anatomia do lenho da familia Myrtaceae teve seus primeiros trabalhos realizados
com o género Eucalyptus por Dadswell e Burnell (1932) e Dadswell (1972), mostrando as
caracteristicas qualitativas e quantitativas de 185 espécies coletadas. Além deles, o lenho
da familia Myrtaceae foi descrita por Metcalfe e Chalk (1950), Van Vliet e Baas (1984) e
Angyalossy-Alfonso (1983, 1987), contribuindo com a identificagdo e separacdo dos
géneros. O género Myrcia € um dos mais ricos da tribo Myrteae com cerca de 400 espécies.
O fato de néo existir uma revisdo taxonomica atual, dificulta a delimitagdo entre algumas
espécies (Govaerts et al., 2013).

A espécie Myrcia insularis Gardner, chamada vulgarmente de Vapiranga ou
Guarapiranga, € representada por uma arvore pequena com altura média de 4 a 6 metros e
possui frutos comestiveis (Tabarelli & Mantovani, 1999). No Brasil sdo distribuidas no
dominio de Mata Atlantica e na vegetacdo de Floresta Ombréfila Densa e Restinga
(CNCFlora, 2012). Tem ocorréncia nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana, Bahia e Pernambuco (Sobral et al., 2015). Essa espécie possui poucas
informacgdes, estando incluida na lista de espécies ndo ameacadas, porém com interesse na
pesquisa e conservacao (Martinelli & Moraes, 2013).

Devido a grande representatividade do género Myrcia e a falta de estudos sobre as
caracteristicas do seu lenho, este trabalho visa descrever e comparar a anatomia do lenho
de M. insularis, realizando uma analise anatdmica comparativa em individuos amostrados
em dois ambientes com caracteristicas diferentes como a Restinga (RES) e a Floresta
Estacional Semidecidual sobre o Afloramento rochoso (FES). A partir disso, verificar os
atributos anatémicos da espécie em relagéo ao tipo especifico de ambiente em que ocorre,
mostrando suas estratégias de sobrevivéncia e contribuindo com informagfes anatémicas

para os dados ecoldgicos da familia.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Locais de coleta

As amostras foram coletadas em duas areas, a RES e a FES (Figura 1). A area de
RES foi a Reserva Particular de Patriménio Natural Fazenda Caruara (RPPN Fazenda
Caruara), localizada no municipio de S&do Jodo da Barra, na regido Norte Fluminense do
estado do Rio de Janeiro (latitude 21° 72’ 65,4” S e longitude 41° 03’ 64,5” W) (Tabela 1),
sendo avaliada como um dos maiores e mais conservados remanescentes de restinga do
Complexo Lagunar Grussai/lquipari, com area aproximadamente de 5 mil hectares, a nivel
do mar. A temperatura média varia entre 20 °C a 30 °C (Suzuki, 1997; Nunes, 1998) (Tabela
1). O clima é tropical subumido e semiarido, com precipitagdo pluviométrica média anual que
varia entre 800 mm a 1.200 mm (Tabela 1, Figura 2), com menores taxas de precipitacao
nos meses de inverno (maio e agosto) e maiores taxas durante os meses de verao
(novembro a janeiro) (Assumpcao & Nascimento, 2000). O solo dessa regido é identificado
com areias quartzosas marinhas associadas a podzol hidromérficos (RadamBrasil, 1983).

A segunda é&rea de estudo FES foi a Floresta Estacional Semidecidual sobre o
afloramento rochoso, no Maci¢co do Itaoca. Esta também se encontra na regido Norte
Fluminense do estado do Rio de Janeiro (latitude 21° 48’ 0” S e longitude 41° 26’ 0" W)
(Tabela 1), localizado no municipio de Campos dos Goytacazes, apresenta uma altitude no
ponto culminante de 420 m, sobre uma planicie costeira, e uma area de 900 hectares com
elevacdo granitica (RadamBrasil, 1983). Embora ameacado por forma¢cfes de canaviais,
pedreiras e pastagens, o Maci¢o do Itaoca possui uma extensa faixa de cobertura vegetal. O
clima da regido é do tipo quente e umido, classificado como Aw (Alvares, 2014), com
periodo seco de maio a agosto, e chuvoso em fevereiro (RadamBrasil, 1983). O solo desta
regido é pouco espesso e pedregoso, identificado com argissolos vermelhos e cambissolos
(Dantas et al., 2005).
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Figura 1. Visdo espacial das areas de coleta. A. RES - Restinga da Reserva Particular de
Patriménio Natural Fazenda Caruara, em S&o Jodo da Barra, RJ. B. FES - Floresta
Estacional Semidecidual, na Area de Protecdo Ambiental do Macico do Itaoca Campos
dos Goytacazes, RJ. As setas indicam os pontos de coleta. (Fonte: Google Maps.
Acessado em: 25.07.2018).

A caracterizagdo microclimatica descrita por Borges (2017) apresentou medicdes de
temperatura e umidade através do termohigrémetro (Termohigbmetro Digital Impac THO1), e
medicdes de radiacdo por um radidmetro LI-250A, em cada area de estudo, RES e FES
(Tabela 1). Mostrando o contraste das condi¢gfes climaticas nas duas areas, em que RES
tende a ser mais quente, déficit hidrico alto e maior indice de luminosidade, enquanto a FES
apresenta uma melhor disponibilidade hidrica, baixa luminosidade e temperatura.

Tabela 1. Dados gerais das areas de estudo na Restinga da Reserva Particular de Patriménio Natural

Fazenda Caruara (RES), em S&o Jodo da Barra, RJ e na Floresta Estacional Semidecidual (FES), na
Area de Protecdo Ambiental do Macico do Itaoca da espécie M. insularis.

Dados RES FES
Irradiacdo (mmol st m) 1111.68 16.04
Umidade (%) 44.63 76.21
Altitude (m) Nivel do mar 426.00
Solo Arenoso Argilo-Arenoso
Clima Tropical Subimido-Semiarido Quente-umido
Altura dos individuos (m) 2.67 9.71
Diametro do caule (cm) 16.43 32.88
Cobertura do Dossel (%) 0.00 78.00

Adaptado Borges (2017).
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Figura 2: Dados climéticos de precipitagdo acumulada e temperatura média mensal para a

Restinga (RES) da RPPN Fazenda Caruara, em Sao Jodo da Barra, RJ (Fonte: Data Loggers,

Onset, Alemanha);e para a Floresta Estacional Semidecidual (FES) da APA do Macico do

Itaoca, Campos dos Goytacazes, RJ. (Fonte: Inmet — Instituto Nacional de Meteorologia,

disponivel em: http://inmet.gov.br., acessado: 10.09.18). Periodo médio de levantamento de

2015 a 2017.

As caracteristicas vegetacionais entre RES e FES também s&o bastante
contrastantes. A RES nao apresenta um dossel, sendo a vegetacdo constituida por moitas
espacadas que podem atingir até 3 m de altura, enquanto a FES apresenta uma formacéao
vegetacional florestal, com a presenca de um dossel consolidado, com menor entrada de luz
(Tabela 1, Figura 3). A medida do dossel foi realizada através do Densiémetro Florestal

Convexo (PPBIO, 2017).

Figura 3: Vegetacdo da area RES (A) e FES (B). Acervo pessoal.
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3.2.2. Coleta do material botanico

Os individuos de M. insularis foram identificados, com exemplares do lenho
depositados na Xiloteca Dr2 Cecilia Gongalves Costa da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (HUENFw).

Para as andlises anatdmicas do lenho, foram selecionados cinco individuos de porte
arbéreo na area de FES com caule reto, sem bifurcacbes e defeitos aparentes, e com DAP
acima de 10 cm, e as amostras foram retiradas por métodos nao destrutivos, usando a
Sonda de Pressler, a altura de 1.30 m do solo. Por outro lado, na area de RES, foram
selecionados cinco individuos que apresentavam porte arbustivo. As amostras foram
retiradas através do uso de uma serrinha manual das partes aéreas, respeitando a altura de
1.30 m do solo.

As amostras do lenho passaram inicialmente por um processo de amolecimento
guimico, com solucdo de agua destilada, etanol 96% e detergente neutro. Logo depois do
material amolecido, foram confeccionados os corpos de prova e cortados em micrétomo de
deslize (SM2010R, LEICA) nos planos transversal e longitudinal (tangencial e radial), com
uma espessura média de 16 um (Coradin & Muniz, 1992).

O material seccionado passou pelas seguintes etapas: clarificacdo em hipoclorito de
sédio 50% e agua acidulada (dgua + acido acético 50%); desidratacdo em série etilica
ascendente de 10% a 100%; dupla coloracdo com azul de Astra e Safranina hidroalcodlica,
seguido de imersao em xilol P.A. As laminas permanentes foram confeccionadas com resina
sintética Entellan® (Burger & Richter, 1991) e depositadas no acervo da Xiloteca da UENF
(HUENFw).

Para as medicdes de espessura da parede das fibras, comprimento e pontuacfes
das fibras e comprimento dos elementos vasculares, os corpos de prova foram reduzidos a
fragmentos menores, e depois submetidos ao processo de dissociagdo e maceragdo pelo
método de Franklin (1945) modificado (Kraus & Arduin, 1997), corado com Safranina aquosa
1% para confecgdo de laminas semipermanentes.

As descricbes, contagens e mensuracdes dos elementos celulares seguiram as
recomendacdes adotadas pela “International Association of Wood Anatomists Committee”
(IAWA, 1989). Para verificar as relacdes exercidas pelo ambiente sobre os parametros do
lenho, foram calculados os indices de vulnerabilidade (IV) na equacdo 1 (Eq.1l) e
mesomorfia (IM) na equagéo 2 (Eqg.2), segundo os célculos descritos por Carlquist (1997;
2001).

Eq. (1) IV = didmetro tangencial dos vasos / frequéncia dos vasos

Eq. (2) IM = IV x comprimento dos elementos de vaso
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3.2.3. Andlises Estatisticas

Em fungé@o do tamanho amostral foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk,
1965) quando n<30 e o teste de Kolmogorov-Smirnov (Hollander & Wolfe, 1973) para n>30,
para verificar a normalidade dos dados. Testes ndo paramétricos, tais como Mann Whitney
U teste (Mann & Whitney, 1947), quando aos pares, e Teste de Kruskal-Wallis (Kruskal &
Wallis, 1952), quando em analises multiplas serdo realizados para verificacdo da
significancia das diferencas entre dados obtidos. ANOVA fatorial foi realizado com trés
niveis hierarquicos (area de estudo, espécie e individuos), para investigar a relacéo entre a
espécie e as areas de estudo, para compreender as tendéncias gerais na anatomia do
lenho, e para verificagdo da normalidade e homogeneidade, utilizou-se o teste de Levene
(Zar, 2010). Todas as andlises estatisticas foram feitas com o software Statistica7 (StatSoft,
1993).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Descrigcao anatdmica do lenho de M. insularis entre as areas RES e FES.

Neste estudo, a comparacédo do lenho de M. insularis entre as areas de RES e FES,
demonstrou diferencas quantitativas para os parametros: 1. Elementos de vaso — frequéncia
por area, comprimento, diametro tangencial e radial, area do limen e espessura da parede.
2. Fibras — diametro, limen e comprimento. 3. Parénquima axial — altura em série. 4.
Parénquima radial — altura e largura. Por outro lado, os parametros qualitativos foram
semelhantes entre RES e FES, sendo apenas o paréngquima axial presente aparentemente

diferente entre as areas.

Myrcia insularis — RES (Figura 4A, C, E e G)

- CAMADAS DE CRESCIMENTO: distintas e demarcadas pelo espessamento das
paredes e achatamento das fibras.

- ELEMENTOS DE VASOS: apresentam porosidade difusa, solitarios, se¢éo circular
a oval comprimento médio de 433 um, didmetro tangencial médio de 43 um, paredes com
cerca de 2 um de espessura, e placas de perfuragdo simples; presenca de apéndices em
ambas as extremidades; pontoagbes raio-vasculares alternas e de formato circular;

pontoagfes parénquimo-vasculares semelhantes as raio-vasculares.

- FIBRAS: libriformes com pontoacdes simples de 1,33 pum, comprimento meédio de

773 um, didmetro médio de 10 um, limen de 3 pm, e paredes delgadas a espessas.
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- PARENQUIMA AXIAL: paratraqueal escasso e apotraqueal difuso e difuso em
agregados, série parenquimatica com altura de 4-13 células, presenca de parénquima em
bandas de 4 ou mais células de largura;

- PARENQUIMA RADIAL: heterogéneos multisseriados, raios fusionados, integrados
por células procumbentes na por¢do multisseriada e fileiras marginais de células eretas e
quadradas. Raios unisseriados nas margens com cerca de 5/mm, com células eretas, altura

média de 251 ym e largura média de 26 pum.

Myrcia insularis — FES (Figura 4B, D, F e H)

- CAMADAS DE CRESCIMENTO: distintas, demarcadas pelo espessamento e
achatamento das fibras.

- ELEMENTOS DE VASOS: apresentam porosidade difusa, solitarios, se¢éo circular
a oval comprimento médio de 657 um, didametro tangencial médio de 80 um, paredes com
cerca de 3 um de espessura, e placas de perfuracdo simples; presenca de apéndices em
ambas as extremidades; pontoagcbes raio-vasculares alternas e de formato circular;

pontoacfes paréngquimo-vasculares semelhantes as raio-vasculares.

- FIBRAS: nado septadas, libriformes com pontoacbes simples de 1,81 um,
comprimento médio de 1257 um, diametro médio de 15 pum, limen de 4 um, e paredes

delgadas a espessas.

- PARENQUIMA AXIAL: paratraqueal escasso e apotraqueal difuso e agregado; serie

com altura de 3-15 células, presencga de parénquima em faixas de 1-2 células;

- PARENQUIMA RADIAL: heterogéneos multisseriados, raios fusionados, integrados
por células procumbentes na por¢cdo multisseriada e fileiras marginais de células eretas e
quadradas. Raios unisseriados nas margens com cerca de 7/mm, com células eretas, altura

média de 299 um e largura média de 28 pm.
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Figura 4: Microscopia Optica do lenho de M. insularis na area de RES e FES. Para cada area
sdo apresentadas imagens de: A-B. Secgéo transversal, evidenciando distribuicdo de
elementos de vaso solitarios (seta). C-D: Sec¢do longitudinal tangencial, evidenciando raios
unisseriados (cabeca de seta) e multisseriados (seta), e presenca de parénquima axial
(estrela). E-F: Secéo longitudinal radial, evidenciando células heterogéneas procumbentes
(estrela), quadradas (seta), eretas (cabeca de seta). G-H: Macerado, evidenciando elemento
de vaso (estrela) com apéndices nas laterais (setas) e fibra (cabeca de seta). Barras 50 um.
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3.3.2. Anélises comparativas de Myrcia insularis entre RES e FES.

A maioria das caracteristicas anatbmicas qualitativas de M. insularis sao
semelhantes entre as areas de estudo, RES e FES, levando em consideragdo que 0s
individuos de RES apresentam porte arbustivo, ao contrario da FES que sdo de porte
arboreo (Tabela 1). As caracteristicas quantitativas variaram sob as diferentes condicdes
entre as areas de coleta, RES e FES de acordo com o Teste-t (Tabela 2). Sendo os valores
de frequéncia dos elementos de vaso, significativamente maiores nos individuos de RES. E
os valores de comprimento, didmetro tangencial e radial, area do limen e espessura dos
elementos de vaso; didmetro e comprimento das fibras; parénquima axial em altura de
micrbmetros; frequéncia e altura de raios, significativamente maiores nos individuos de FES.
Na tabela 2 também pode ser observado que os indices de vulnerabilidade e mesomorfia
sdo maiores nos individuos de FES.

Tabela 2: Parametros anatbmicos quantitativos do lenho de M. insularis, em comparacdo
entre as areas de estudo RES e FES (média = desvio padrdo). (*) indicam diferencas
significativas entre as areas. (*) Parametros estatisticamente diferentes (p <0,05).

ELEMENTOS DE VASO RES FES
Vasos/mm? 27.21 £5.51 743 +2.71*
Comprimento (pm) 433.73 £ 104.61 657.62 + 158.91*
Diametro tangencial (um) 43.11+11.91 80.81 + 18.65*
Diametro radial (um) 49.12 +13.42 91.21 + 23.83*
Area aproximada do IGmen (um) 1854.32 £971.52 5720.32 £ 2531.21*
Espessura da parede (um) 1.91+0.81 3.61+£0.81*
PONTOACOES

Pontoacdes parénquima axial (um) 1.1+£0.22 1.1+£0.25
Pontoacdes raio-vascular (um) 1.1+£0.20 1.1+£0.29
FIBRAS

Didmetro(um) 10.36 + 1.72 15.61 + 2.54*
Ldmen (um) 3.06 £0.75 472 +1.12
Comprimento (um) 772.92 +109.11 1257.12 £ 170.26*
Espessura da parede (um) 3.65+0.75 544 +£1.04
Pontoacdes (pm) 1.33+£0.37 1.81+£0.39
PARENQUIMA AXIAL

Altura de série (n. de células) 8.12+1.61 7.62 £2.55
Altura de série (um) 94.41+15.21 363.21 £ 78.52*
PARENQUIMA RADIAL

Raios/mm' 512+ 1.52 7.11+2.23*
Altura (um) 251.91 £51.61 299.12 £ 52.72*
Largura (um) 26.51 £4.72 28.72 £ 6.36
INDICES

Vulnerabilidade 1.44 + 0.52 12.53 £ 5.58*
Mesomorfia 616.18 £ 244,12  8285.39 + 4346.07*
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As caracteristicas que mais variaram entre as areas apresentaram uma tendéncia

comum entre os individuos analisados (Figura 5). Foi possivel separar os grupos dos

individuos de cada area a partir de caracteristicas como: frequéncia (Fig.5A), diametro

(Fig.5B), éarea do lumen (Fig.5C), espessura da parede (Fig.5D) e comprimento dos

elementos de vaso (Fig.5E); diametro das fibras (Fig.5F); parénquima axial em altura de

micrémetros (Fig.5G); comprimento dos raios (Fig.5H); indices de vulnerabilidade (Fig.51) e

mesomorfia (Fig.5J), identificando que na area de RES apenas os valores de frequéncia dos

elementos de vasos foram maiores, enquanto na area de FES os individuos apresentaram

em geral maiores valores.
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Figura 5: Resultados estatisticos de Anova fatorial (p< 0,05) para os parametros anatdmicos
guantitativos do lenho de M. insularis entre as areas RES e FES. A: frequéncia dos vasos. B:
didmetro dos vasos. C: area do limen dos vasos. D: espessura da parede dos vasos. E:
comprimento dos vasos. F: diametro das fibras. G: Parénquima axial em altura de
micrdmetros. H: comprimento dos raios. |: indice de vulnerabilidade. J: indice de mesomorfia.
(Para todos os resultados sdo usados os seguintes valores de F (48, 884.17) = 1.9420 e p=
0.00018).
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3.4. DISCUSSAO

Os elementos de vaso quando sdo mais longos e largos podem transportar maior
volume de agua, atribuindo o maximo em conducdo hidrica, por outro lado, se tornam mais
propensos a embolia (Zimmermann, 1982; Sperry et al, 1994). Por conta disso, as espécies
que estdo em ambientes com menor disponibilidade hidrica, apresentam vasos com menor
didmetro, mais curtos e maior frequéncia de vasos, suprindo a eficiéncia do transporte
hidrico (Metcalfe, 1983; Carlquist, 2001). Esta caracteristica pode ser vista nos individuos da
area de RES que apresentaram elementos de vaso menores e em maior frequéncia (Tabela
2, Figura 2).

Segundo Carlquist (1977), para indicar a acdo do ambiente nos parametros dos
elementos de vaso, os indices de mesomorfia e vulnerabilidade podem ser utilizados. O
indice de mesomorfia superior a 200 resulta em espécies vegetais adaptadas a ambientes
mésicos (Carlquist, 1977, 2001). Os individuos analisados de M. insularis apresentaram
indice de mesomorfia com valores acima de 200, tanto na area de RES como na FES,
considerando os valores de FES muito acima de 200 e muito maiores que o da RES,
apresentando uma diferenca significativa (Tabela 2, Figura 5I). Valores maiores para o
indice de vulnerabilidade confere aos individuos maior propensdo a cavitagdo, e
consequentemente, maiores riscos de embolia, resultando na interrupcdo da passagem de
agua (Carlquist, 1977). Os individuos de RES apresentaram elementos de vaso com maior
frequéncia e menor didmetro, indicando uma resisténcia ao estresse hidrico e tornando mais
seguro o transporte de agua.

Outra caracteristica encontrada nos elementos de vaso das areas de RES e FES
foram as placas de perfuragdo simples. Segundo Christman e Sperry (2010), as placas de
perfuracdo escalariforme tiveram um processo de evolugdo para as placas de perfuracéo
simples, relatando a possivel hipétese de que os elementos de vaso precisavam do um
aumento da resisténcia do fluxo hidrico, assim evitando o embolismo, pois as placas de
perfuracdo simples sdo mais resistentes. As placas de perfuracdo simples sdo encontradas
em taxons mais evoluidos e em ambientes que necessitam de um alto funcionamento do
xilema hidraulico (Olson et al., 2014). Assim, trabalhos com a familia Myrtaceae, mostram
gue as placas de perfuracdo simples predominam em espécies ocorrentes em todos o0s
ambientes, sendo estes xéricos e mésicos (Schmid & Baas 1984).

As fibras libriformes com pontoagfes simples sdo caracteristicas de alto nivel de
especializagdo do lenho (Esau, 1974; Dickison, 1975). Segundo Olson e Carlquist (2001),
fiboras mais longas sdo caracteristicas de espécies arboOreas, quando comparadas aos

arbustos. Esta caracteristica foi observada na area de FES, que sé&o individuos de porte
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arboreo, com maior valor no didmetro e comprimento das fibras (Fig.5E e F) relacionado
com a RES, que sdo mais curtas e estreitas.

Em relagdo ao parénquima axial, foi observado um valor maior para a quantidade de
células em largura e tamanho em altura nos individuos arbéreos de FES. No entanto,
valores maiores para a frequéncia de células do parénquima axial séo relacionados com
espécies de ambientes mais secos (Fahn et al., 1986; Alves & Angyalossy-Alfonso, 2002), o
gque pode estar mais relacionado ao parénquima em bandas aparentemente mais largas nos
individuos arbustivos da RES (Fig.5B). Segundo Marques (2007), células do paréngquima
axial em faixas com mais de 3 células de largura, somadas com maiores frequéncias dos
raios, estdo relacionados com ambientes que possuem um déficit hidrico, contribuindo na
seguranga de armazenamento de agua.

Segundo Alves e Angyalossy-Alfonso (2002) e Carlquist (2001), os raios mais largos
sdo observados em ambientes com disponibilidade hidrica, pois este armazena agua e
nutrientes, podendo mobilizar substancias dentro dos elementos de vaso, resultando numa
maior pressdo osmatica e aumentando o fluxo de agua, o que justifica o observado na FES.
Além disso, a frequéncia dos raios estd relacionada também com o habito da planta.
Segundo Dickison (2000), o porte de espécies vegetais influencia na composicéo e estrutura
dos raios, como a baixa frequéncia de raios em individuos arbustivos. Os raios de M.
insularis na RES e FES s&o unisseriados e multisseriados, confirmando a tendéncia da
composicao dos raios, constituido por células procumbentes eretas e quadradas (Janse et
al., 1997).

Os caracteres anatdmicos dos individuos de M. insularis das areas RES e FES
podem apresentar resultados comparativos que ajudam na importancia ecologica do lenho

no presente estudo.

3.5. CONCLUSAO

Embora as &reas de estudos sejam consideradas ambientes com pouca
disponibilidade hidrica em periodos de estresse hidrico, as caracteristicas xeromorficas
foram encontradas nos individuos de M. insularis da area de RES, apresentando elementos
de vaso em menor comprimento e largura, maior frequéncia e fibras mais curtas e estreitas.
Na FES foram observadas caracteristicas apresentando um indice maior para mesomorfia,
com elementos de vaso mais largos, maiores e com menores frequéncias. Tal fato demostra
gue o ambiente de RES apresenta déficit hidrico maior que a FES. Estes resultados
retratam que os individuos da RES apresentam maior ajuste para evitar os riscos de déficit
hidrico e tolerar melhor a cavitacdo e o embolismo, caracterizando uma estrutura do lenho

aclimatada a ambientes secos.
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4. CAPITULO Il. Composicdo quimica e atividade anti-Candida de metabdlitos

secundarios do lenho de Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae)
RESUMO:

No Brasil, a familia Myrtaceae apresenta varios estudos com metabdlitos secundarios. A
espécie Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae) popularmente conhecida como Guapiranga ou
Vapiranga, € endémica no Brasil, ocorrendo em diversos estados, mas poucos estudos
estdo relacionados a esta espécie. Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade
biol6gica dos extratos e de substancias isoladas do lenho de M. insularis no crescimento de
duas espécies de Candida, comparar qualitativamente e quantitativamente os extratos
provenientes de areas de coleta distintas, bem como isolar e identificar seus metabdlitos. O
lenho foi coletado em dois remanescentes de Mata Atlantica da regido Norte Fluminense do
estado do Rio de Janeiro, na area de Restinga (RES) e na Floresta Estacional Semidecidua
(FES) sobre afloramento rochoso. Os extratos metandlicos, de diclorometano, de acetato de
etila e de alcool butilico provenientes do lenho de M. insularis, das duas areas em questao
foram testados com leveduras de Candida buinensis e Candida tropicalis. Os extratos foram
avaliados quantitativamente e qualitativamente através do uso de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e seus metabdlitos foram elucidados por técnicas cromatograficas e
espectroscopicas. O teste de atividade antifungica foi realizado com um triterpeno isolado.
Os melhores resultados de atividade antifingica foram para o extrato de acetato de etila,
gue inibiu o crescimento de C. buinensis e C. tropicalis em aproximadamente 70%. A analise
de RMN identificou a area de FES como a que apresenta maior indice quantitativo de
substancias, entretanto, ndo houve diferencas qualitativas entre as areas. Assim, o extrato
da area de FES foi estabelecido para posteriores estudos. Triterpenos, como o acido
arjundlico, foram isolados do extrato metandlico. Essa substancia inibiu o crescimento de C.
tropicalis em aproximadamente 82%. Neste sentido, este estudo caracterizou o extrato bruto
do lenho de M. insularis, pela primeira vez, e testou seu efeito antimicrobiano nas leveduras
de C. buinensis e C. tropicalis. Além disso, foi revelado o acido arjundlico que apresentou
um bom potencial contra as leveduras, sugerindo mais investigacbes a respeito dos
compostos existentes nesta espécie da familia Myrtaceae.

Palavras-chave: Myrtaceae, atividade antifungica, fitoquimica e Candida.
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CHAPTER Il. Chemical composition and anti-Candida activity of secondary

metabolites of Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae) wood

ABSTRACT:

In Brazil, Myrtaceae family presents several studies with secondary metabolites. The species
Myrcia insularis Gardner (Myrtaceae) popularly known as Guapiranga or Vapiranga, is
endemic in Brazil, occurring in several states, but few studies are related to this species. This
work aimed to evaluate the biological activity of extracts and substances isolated from M.
insularis wood in the growth of two Candida species, to compare qualitatively and
gquantitatively the extracts from two different areas, as well as to isolate and identify its
metabolites. The wood was extracted at two remnants of the Atlantic Forest of the Northern
Fluminense region of the state of Rio de Janeiro, in the Restinga area (RES) and in the
Semideciduous Seasonal Forest (FES) on a rock outcrop. The methanolic extracts, in
dichloromethane, ethyl acetate and butyl alcohol from the M. insularis wood of the two areas
in question were tested with yeasts of Candida buinensis and Candida tropicalis. The
extracts were evaluated quantitatively and qualitatively by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) and its metabolites were enlightened by chromatographic and spectroscopic
techniques. The antifungal activity test was performed with an isolated triterpene. The best
results of the antifungal activity were for the ethyl acetate extract, which has inhibited the
growth of C. buinensis and C. tropicalis by approximately 70%. The NMR analysis identified
the FES area as the one with the highest quantitative index of substances, however, there
were no qualitative differences between the areas. Thus, the FES area extract was
established for further studies. Triterpenes, such as arjunolic acid, were isolated from
methanolic extract. This substance inhibited the growth of C. tropicalis by approximately
82%. In this sense, this study characterized the raw extract of M. insularis for the first time
and tested its antimicrobial effect in the yeasts of C. buinensis and C. tropicalis. Moreover,
arjunolic acid was shown to have a good potential against yeasts, suggesting further
investigations on the existing compounds in this species of Myrtaceae family.

Keywords: Myrtaceae, antifungal activity, phytochemical, Candida.
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4.1. INTRODUCAO

A descoberta de novas substéancias naturais com aplicagdo na medicina, agricultura
e outras &reas consiste em uma contribui¢éo significativa da fitoquimica, além de determinar
a composi¢do quimica das plantas em classes de substancias pré-existentes (Vieira et al.,
2015). Mais de 25% de todos os medicamentos sdo de origem vegetal, tornando as plantas
como um importante objeto de estudo. Além de buscar diferentes fontes para a obtengéo de
principios ativos responsaveis por a¢des farmacolédgicas e/ou terapéuticas (Gaspar, 2009).

As plantas apresentam uma grande variedade de metabolitos secundarios, dentre
estes: os alcaloides e os terpenos com grande potencial biolégico, e outros como:
flavonoides, ligninas, taninos e glicosideos (Simdes et al., 2010; Vieira et al., 2015). Assim,
muitos metabdlitos apresentam um potencial farmacoldgico, podendo ser encontrados em
todas as partes do organismo da planta, como nas raizes, folhas, flores e caules,
destacando assim na saude dos seres humanos, ajudando a combater diversas doencas
(Alves et al., 2010).

Dentre as diversas doencas encontradas pelo mundo, as causadas por fungos sao
altamente disseminadas e colocam em risco & saude humana. As infecgcbes podem ser
sintomaticas ou assintomaticas e podem levar a morte em casos sem tratamento (Dondorp
et al, 2009). A dificuldade do tratamento dessas infecgdes vem sendo observados, pelo fato
da resisténcia desses micro-organismos aos quimioterapicos existentes (Albernaz et al.,
2010; Torrent et al., 2012). As leveduras s&o consideradas agentes patogénicos
oportunistas, resultando no aumento de infec¢des fungicas mundialmente, por ser tratar de
doencas graves e fatais (Alvares et al., 2007; Silveira et al., 2013). Os produtos usados para
combater as infeccbes graves sdo produzidos a partir de derivados de azole, fluconazol,
voriconazol e itraconazol (Sanguinetti et al., 2015). Porém, o tratamento das infec¢fes
fungicas € um combate acirrado com a pratica médica, pelo fato de existirem poucos
medicamentos, processo longo de tratamento e também por possuir uma elevada toxicidade
tornando dificil a sua eficiéncia (Duraipandiyan et al., 2011; Spampinato, 2013).

O aumento de pesquisas relacionadas com os produtos naturais ativos contra
Candida sp. esta crescendo nos ultimos anos (Castro et al., 2011; Alexandrino et al., 2016;
Gewu et al., 2018). Existem cerca de 200 espécies para o género Candida, dentre elas, 10%
causadoras de doencas, incluindo a Candida tropicalis e Candida buinensis, associadas a
infeccbes de candidiase no sangue (Sandven, 2000). Logo, os fungos apresentam uma
grande resisténcia aos medicamentos, justificando uma busca por novos compostos

capazes de combaté-los (Wong et al., 2015).
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Segundo Paula (2008), a familia Myrtaceae esté fortemente relacionada a producéo
de compostos secundérios, com énfase nos compostos fendlicos. Dentro desta familia,
algumas investigacdes nas espécies mostraram a presenca de varios metabdlitos
secundarios que tém sido isolados, como: terpenos, flavonoides, esteroides e taninos
(Markman et al., 2004; Marin et al., 2008; Valillo et al., 2008). Segundo Felipe e Bicas
(2017), os terpenos s&o marcantes por serem as maiores e diversas classes de produtos
naturais, incluindo estruturas do tipo C-10 (monoterpenos), C-15 (sequiterpenos), C-20
(diterpenos), C-30 (triterpenos) e C-40 (tetraterpenos). Os monoterpenos e 0s sequiterpenos
sdo importantes para o aroma dos produtos naturais, como de ervas aromaticas, frutas
citricas, condimentos e especiarias (Farkas e Mohacsi-Farkas, 2014). Ja os diterpenos e
triterpenos sédo um dos componentes principais de Oleorresinas, ou seja, secrecao obtida em
plantas constituida de resina e 6leo, e importantes nas industrias de perfumes, solventes,
tintas e ceras (Hartmann, 2007). Por outro lado, os tetraterpenos ou carotenoides sao
responsaveis pela coloracdo de diferentes plantas, alimentos e vegetais (Yuan et al., 2015).

O género Myrcia apresenta espécies com potencial farmacoldgico, como:
propriedades hipotensora, diurética, hipoglicemiante, antidiarreica, antimicrobiana,
antitumoral e atividade hepatoprotetora (Cerqueira et al., 2007; Lima et al., 2009; Xu et al.,
2011). Alguns trabalhos de isolamento de metabdlitos e de atividade bioldégica foram
realizados com espécies brasileiras, como a M. uniflora e M. multiflora, mostrando a
presenca de atividade hipoglicémica para as myrciacitrinas, substancias conhecidas como
insulina vegetal (Pepato et al, 1993; Yoshikawa et al., 1998; Matsuda et al., 2002) (Figura 1).
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Figura 1: Substancia Myrciacitrina isolada em espécies do género Myrcia.

A espécie Myrcia insularis, chamada vulgarmente de Vapiranga ou Guarapiranga, é
endémica no Brasil, e ocorre nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo,
Parana, Bahia e Pernambuco (Sobral et al., 2015). Na regido Norte Fluminense do estado
do Rio de Janeiro, esta espécie esta representada em duas areas, na Restinga (RES) da
Reserva Particular do Patrimbénio Natural Fazenda Caruara, em Sdo Joao da Barra, e na
Floresta Estacional Semidecidual (FES) na Area de Protecdo Ambiental do Macico do
Itaoca, em Campos dos Goytacazes.

Diante do exposto e pelo fato de ndo existirem investigacbes desta espécie a
respeito da fitoquimica, os objetivos deste trabalho foram avaliar a possivel acdo de extratos
e de substancias isoladas do lenho de M. insularis no crescimento de duas espécies de
Candida, comparar qualitativamente e quantitativamente os extratos provenientes de areas

de coleta distintas, bem como isolar e identificar seus metabdlitos.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Coleta do material e classificacdo botéanica

A coleta do lenho de Myrcia insularis foi realizada entre os dias 20 e 21 de margo de
2017, tanto na RES como na FES (figura 2). Cinco individuos sem defeitos aparentes, com
DAP acima de 10 cm foram selecionados em cada area. As amostras do lenho foram
retiradas com método manual usando uma serrinha de méo (Stanley®), das partes aéreas, e

levadas para o laboratério.
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Figura 2. Visdo espacial da localizac@o das areas de coleta. A. RES - Restinga da Reserva
Particular de Patrimbénio Natural Fazenda Caruara, em S&o Jodo da Barra, RJ. B. FES -
Floresta Estacional Semidecidua, na Area de Protecdo Ambiental do Macico do Itaoca
Campos dos Goytacazes, RJ. As setas indicam os pontos de coleta. (Fonte: Google Maps.
Acessado em: 25.07.2018).

A exsicata se encontra depositada no herbéario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (HUENF), sob o registro de 10663 na Xiloteca Dr2 Cecilia
Gongalves Costa (HUENFw).

4.2.2. Secagem e Moagem do Material

O material lenhoso coletado das duas areas foi seco através da estufa rotativa, do
herbario (HUENF). Ap6s as amostras estarem completamente secas, foram moidas pelo
moinho de martelos (TECNAL) no Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), fornecendo os seguintes

pesos do material de cada area RES e FES.

Tabela 1: Peso do material lenhoso moido e seco de M. insularis, de cada area (RES e FES).

RES FES
Peso Seco — 2.168,99 2.072,4¢g

4.2.3. Preparacao dos constituintes quimicos

As amostras moidas dos lenhos foram submetidas a extragdo com metanol por um
periodo de 4 dias. Os extratos obtidos foram concentrados em rotaevaporador (FISATOM
802) e secos em capela de exaustédo. Este procedimento supracitado, foi repetido por mais 3
vezes, garantindo todo o extrato bruto do lenho.
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O extrato bruto metandlico foi submetido a particdo liquido-liquido usando solvente
em ordem crescente de polaridade, como: diclorometano, acetato de etila e &lcool butilico.
Dessa forma, foram obtidos mais trés extratos da espécie M. insularis: (1) extrato em

diclorometano, (2) extrato em acetato de etila e (3) extrato em alcool butilico (Figura 3).

Lenho seco e
moido

ﬂ Extracdo com Metanol

Extrato bruto
metandlico

ﬂ Particao com Diclorometanol

Extrato

. — Residuo
diclorometano

ﬂ, Particdo com Acetato de Etila

Extrato acetato

) — Residuo
de etila

ﬂ Particao com Butanol

Extrato Residuo
I

butanélico restante

Figura 3: Diagrama das etapas do fracionamento do extrato bruto metandlico de M. insularis.

Os extratos obtidos foram submetidos aos testes de atividade anti-Candida, os que
apresentaram melhores resultados de inibicdo no crescimento das leveduras foram

selecionados para a realizacao de analises cromatograficas e espectroscépicas.

4.2.4 Andlises de cromatografia

A cromatografia em coluna foi realizada com gel de silica 60G (Merck), e as andlises
cromatogréficas em camada delgada foram através de cromatofolhas de aluminio (CCD
Silica gel 60 F2s4, Merck). As substancias encontradas foram observadas por irradiacdo
ultravioleta a 254nm ou 365nm, e/ou revelada com o reagente cromogénico vanilina
sulfarica (3g de vanilina diluida em 135mL de H»O, 135 mL de etanol e ao final acrescentado

30 mL de H>SO4 concentrado) por aquecimento.
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4.2.5. Andlises de espectroscopia e espectrometria

Foram realizados no LCQUI as andlises espectroscopicas de RMN uni-
bidimensionais com operacdo de 500 MHz para hidrogénio (RMN H) e de 125 MHz para
carbono-13 (RMN 3C), pelo espectrofotdmetro Bruker (Ascend 500).

Espectrébmetro de massas de alta resolu¢cdo (ESI-EM) foram obtidos em um
espectrémetro de massas micrOTOF-Q Il Brucker Daltonics utilizando o0 modo negativo de

analises.

4.2.6. Materiais biolégicos

A levedura C. tropicalis (CE017) foi obtida do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Cearad (UFC), Fortaleza, Brasil. Enquanto que a C. buinensis
(3982) foi obtida da Micoteca sob a sigla URM (University Recife Mycologia) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFP), Recife, Pernambuco, Brasil. As leveduras
foram mantidas em agar de Sabouraud (Merck), 1% de peptona, 2% de glicose e 1,7% de
agar-agar, no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM), do Centro
de Biociéncias e Biotecnologia, UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

4.2.7. Preparacdo de amostra

Para ambas as amostras dos extratos (FES e RES), foram solubilizados 2 mg de
cada fracdo extraida com acetato de etilo e diclorometano em 20% de DMSO, tendo o
volume final ajustado para 1 mL com &gua ultrapura. Posteriormente, as amostras foram

filtradas e utilizadas no ensaio de inibicdo de crescimento.
4.2.8. Ensaio de inibicao

Inéculos de cada estoque de C. buinensis e C. tropicalis foram transferidos para
placas de Petri contendo agar Sabouraud e deixados para crescer a 30°C durante 24 h.

Apbs este tempo, cada aliquota celular foi adicionada a 10 mL de meio de cultura estéril

(caldo Sabouraud, 1% de peptona, 2% de glicose, Merck). As células foram quantificadas
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em uma camara de Neubauer (Optik Labor) com a ajuda de um microscopio 6ptico
(Axiovison 4, Zeiss).

Dentre todos os extratos analisados (metandlico, diclorometano, acetato de etila e
alcool butilico), apenas o de diclorometano e o acetato de etila foram capazes de inibir
significativamente o crescimento de C. buinensis e C. tropicalis. Desta forma, as demais
andlises foram realizadas a partir desses dois extratos.

As células de leveduras C. buinensis e C. tropicalis (1 x 10* cél.mL?) foram
incubadas em caldo Sabouraud contendo 200, 100 e 50 yg.mL*? para cada fracdo dos
extratos de acetato de etila e de diclorometano, com o volume final ajustado para 200
pug.mL2. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos (NUNC, Nunclein Surface) a
30°C durante 24 h. As células de controle foram cultivadas na auséncia de extratos. Todo o
procedimento foi realizado em condi¢gbes assépticas, de acordo com um método adaptado
de Broekaert et al. (1990). Apds 24h de ensaio, as células foram observadas sob um
microscopio optico (Axioplan.A2, Zeiss), para as leituras Gpticas, num comprimento de onda
de 620 nm. A microscopia foi realizada através de “Differential interference contrast” (DIC),
gue permite a visualizacdo das amostras ndo coradas com alto contraste e sensacdo de

profundidade. Os experimentos foram realizados em triplicata.
4.2.9. Anélise estatistica
O teste de inibicdo do crescimento foi avaliado utilizando One-Way ANOVA

unidirecional. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software Graph Pad

Prism (verséo 6.0 para Windows).
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4.3. RESULTADOS:

A partir do teste comparativo dos componentes quimicos dos extratos metandlicos
através da RMN, verificou-se que nao existe diferenca qualitativa significativa entre as areas
de coleta MIF (M. insularis em Floresta Estacional Semidecidua) e MIR (M. insularis em
Restinga). Por outro lado, diferengas quantitativas foram observadas, caracterizando um
maior acumulo de substancias no material lenhoso de MIF. Por isso, justificou 0 uso do
extrato bruto dos individuos ocorrentes na area de FES para a sequéncia do
desenvolvimento do presente trabalho (Figura 3).

M1 1 Ci\Bruker\TopSpind 1\ examdata

,x,r.,
20 [rel)

15

B viF
B MIR
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10
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7 6 5 4 3 2 1 ppm]

Figura 4: Espectro do extrato bruto comparativo de MIF e MIR. Setas pretas indicam altos
valores de substancias.

Dos trés fracionamentos usados nos testes bioldgicos para indica¢do da particdo do
solvente responséavel pela inibicdo da atividade fungica, os testes foram seguidos apenas
pelas fracbes de acetato de etila e diclorometano que foram as que apresentaram
significAncia nos resultados. (Tabela 2).

Tabela 2: Massa das fracdes obtidas da particdo do extrato bruto metandlico dos individuos
de M. insularis na FES. (MIF).

Fracdo Cdédigo Massa (g)

Extrato ED 6,1924
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diclorometano

Extrato acetato de EAt 1,5363
etila
Extrato butanol EB 1,0492

A atividade antimicrobiana das fragcGes obtidas a partir de EAt e ED foram testadas
sobre as espécies de leveduras C. buinensis e C. tropicalis, utilizando-se as concentracfes
de 200, 100 e 50 pug.mL* (Figura 5 e 6).

A acdo do EAt nas concentragfes de 200 e 100 pg.mL* foram capazes de inibir
significativamente as células de C. buinensis (Figura 5A), causando uma inibicdo no
crescimento de aproximadamente 73% e 64% respectivamente. Contra as células de C.
tropicalis, as concentragdes testadas foram capazes de inibir significativamente causando
uma reducdo de aproximadamente 61%, 46% e 15% no crescimento da levedura, nas
concentracdes de 200, 100 e 50 pug.mL*, respectivamente (Figura 5B).

Para o extrato obtido a partir do ED observa-se um menor efeito inibitério sobre as
leveduras testadas quando comparadas ao EAt (Figura 5 e 6). Contra as células de C.
buinensis nenhuma das trés concentracdes testadas foram capazes de inibir o crescimento
desta levedura (Figura 6A). Entretanto, contra as células de C. tropicalis a inibicdo no
crescimento foi de aproximadamente 14%, 11% e 8%, nas concentracdes de 200, 100 e 50

ug.mL1, respectivamente (Figura 6B).

Acetato de Etila

A

Candida buinensis Candida tropicalis
50 ug/mL - — 50 yg/mL- (ES
£ £
= e
2 100 llg/mL-| * " 100 yg/mL *
E E
£ e
@ @
2200 yg/mL{ 4 * 2 200 yg/mL- e
= S
L L] L] L] T L] T T L]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Absorbance, 620 nm Absorbance, 620 nm

Figura 5: Inibigdo do crescimento de células de leveduras C. buinensis (A) e C. tropicalis (B).
Na auséncia de extratos (controle) e na presenga de 200, 100 e 50 ug.mL-! de fracbes de
acetato de etila. (*) diferencas da média em P<0.05 foram consideradas significativas.
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Diclorometano

A Candida buinensis B Candida tropicalis
50 ug/mL ] 50 yg/mL 4%
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Absorbance, 620 nm Absorbance, 620 nm

Figura 6: Inibicdo do crescimento de células de leveduras C. buinensis (A) e C. tropicalis (B).
Na auséncia de extrato (controle) e na presenca de 200, 100 e 50 ug.mL? de fragbes de
diclorometano. (*) diferencas da média em P <0.05 foram consideradas significativas.

Os dados obtidos através da leitura das células por densidade O6ptica séo
corroborados com as imagens obtidas por microscopia 6ptica. No entanto, apenas as
células tratadas com 200 pug.mL* de ambas as extracdes foram registradas devido a maior
inibicdo observada nesta concentragdo (Figura 7).
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Figura 7: Microscopia oOptica visualizando células de C. buinensis e C. tropicalis visualizadas
por DIC apés 24 h de incubagdo com 200 ug.mL? dos extratos obtidos de acetato de etila e
diclorometano. Barras: 20 ym.

Apé6s os testes iniciais contra as leveduras, a fracdo de EAt, apresentou uma alta
capacidade de inibir o crescimento das leveduras, assim a fracéo foi submetida a purificacdo
de seus compostos, para chegar a obtengdo da substancia inibitéria contra C. buinensis.
Assim, esta fracdo de EAt foi seguida para as andlises promissoras de cromatografia em
camada delgada, para identificagdo das particdes com maior diversidade de substancias.

A andlise de cromatografia do EAt forneceu 32 fragBes que foram reunidas em sete
fracdes, através de comparacao por cromatografia em camada delgada (tabela 3).
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Tabela 3. Estudo cromatografico das fracGes obtidas da fracao EAL.

Fracdes reunidas Codigo Massa (9)

la8 MIF 8 0,0164
9a10 MIF 10 0,0280
11a12 MIF 12 0,0101
13a15 MIF 15 0,2528
16 a 17 MIF 17 0,2778
18 a 20 MIF 20 0,1378
21a32 MIF 32 0,1053

As fragbes purificadas com o codigo MIF 15 e MIF 17 testadas novamente para a
inibicdo apresentaram também inibicdo contra a levedura de C. buinensis. Com os testes
biologicos, a fracdo MIF 15 foi submetida novamente a uma cromatografia em coluna,
usando gel de silica como fase estacionaria e foi usado os eluentes MeOH e CH2Cly,
fazendo que o gradiente de polaridade de 1% a 100% de MeOH. Esta analise forneceu 127
fracbes que logo ap6s foram reunidas em nove fracBes, através de comparacao por

cromatografia em camada delgada (Tabela 4).

Tabela 4. Estudo cromatogréafico das fracdes obtidas da fracdo de MIF 15.

FracOes reunidas Cadigo Massa ()
la59 MIF 15.1 0,0082
60a70 MIF 15.2 0,0120
71a76 MIF 15.3 0,0071
77 a 83 MIF 15.4 0,0095
84 a 86 MIF 15.5 0,0181
87 a 89 MIF 15.6 0,0368
90 a9l MIF 15.7 0,0183
92 a 106 MIF 15.8 0,0053
107 a 126 MIF 15.9 0,0034

Com a obtencdo de fracdes reunidas de 1 a 126, a fracdo que teve o melhor
resultado foi a de 87 a 89 (MIF 15.6), resultando em uma inibicdo no crescimento de C.

buinensis e C. tropicalis de aproximadamente 72% e 82%, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8: Inibicdo do crescimento de células de leveduras C. buinensis (A) e C. tropicalis (B).

Com a obtencéo da fragdo MIF 15.6 como inibidora, o material purificado foi levado
para o LCQUI para testes de RMN. Com a necessidade de verificar qual substancia
presente neste fracionamento e isolamento da mesma. Os testes de RMN 'H e 3C, em
Correlacdo Heteronuclear (HSQC), Correlacdo Heteronuclear (HMBC) e Correlagéo
Homonuclear (*H-'H COSY) foram analisados e identificaram a presenca da substancia

acido arjundlico (Figura 9).
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Figura 9: Estrutura molecular do acido arjundlico.

O &cido isolado foi obtido como uma substancia amorfa branca sélida. O espectro de
RMN de 'H em conjunto com H-'H-COSY (Figura 10, 14, respectivamente) sugere a

presenca de seis sinais simples de grupos de metilas (CHs) em &n 0.72 (CH3-24); 1.05 (CHa-
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25); 0.84 (CHz-26); 1.20 (CH3-27); 0.93 (CHs-29) e 0.96 (CH3-30). Foram observados dois
sinais de hidrogénios carbindlicos on 3.71 (ddd, 11.3, 9.6, 4.5) (CH-2) e 3.37 (CH-3), e 0s
sinais em 6, 3.52(d, 11.1) 3.28 (d, 11.1) (CH»>-23) atribuidos a um metileno oxigenado. Foi
observado também um sinal én 5.27 (t, 3.5) (CH-12) atribuido a um hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN de C (Figura 11) sugere a presenca de 30 carbonos,
juntamente com as correlacdes fornecidas pela analise bidimensional no espectro de HSQC
e HMBC (Figura 12, 13, respectivamente), com oito sinais para &tomos de carbono
quaternario (C) em &. 42.72 (C-4); 39.16 (C-8); 37.64 (C-10); 143.99 (C-13); 41.63 (C-14);
46.29 (C-17); 30.21 (C-20) e 180.43 (C-28), seis sinais para grupos metinicos (CH) em &
68.26 (CH-2); 76.78 (CH-3); 46.79 (CH-5); 47.54 (CH-9); 122.04 (CH-12) e 41.30 (CH-18);
dez sinais para grupos metilénicos (CH,) em &; 46.48 (CH»-1); 17.70 (CH2-6); 31.94 (CHx-7);
23.22 (CH:-11); 27.38 (CH:-15); 22.64 (CH:-16); 45.82 (CH:-19); 33.49 (CH:-21); 31.41
(CH2-22) e 64.89 (CH2-23), e seis sinais para grupos metilicos (CHs) em 8¢ 12.49 (CHs-24);
16.13 (CH3-25); 16.37 (CH3-26); 25.08 (CH3-27); 32.16 (CH3-29) e 22.58 (CH3-30). Outras
correlacdes observadas nos espectros HSQC e HMBC estdo sumarizadas, conforme na
tabela 5.
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H da amostra MIF 15.6 (500 MHz).
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pentaciclico,

Os dados analisados de MIF 15.6 levaram a identificagdo de um triterpeno

sendo o &cido 2a,33,23-triidroxiolean-12-en-28-6ico (acido arjundlico),

conforme a literatura. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm (38), e as constantes de

acoplamento em Hz (J), e comparacdo com valores de referéncia da literatura descrita por
Mann et al. (2012) (Tabela 5).

Tabela 5: Dados de RMH H e RMN 13C do &cido arjundlico e as correlagdes observadas dos
espectros de HSQC e HMBC, em solvente CD3OD (Metanol deuterado). O solvente utilizado por
Mann et al. (2012) foi CDClIs (Cloroférmio deuterado).

MIF 15.6
HSQC HMBC (Mann et al., 2012)

c &c L e e 8¢ Sy

4 42.72 - H-3; 2H-23; 3H-24 43.81 -

8 39.16 - 3H-26 3H-27 40.76 -

10 37.64 - 2H-1; 3H-25 38.69 -

13 143.99 - H-12; H-18 3H-27 144.83 -

14 41.63 - 3H-27 3H-26; H-18 42.76 -

17 46.29 - 2H-16 46.44 -

20 30.21 - 3H-29; 3H-30 30.69 -

28 180.43 - - H-16a; H-18, H-22a 179.94 -

CH

2 68.26 3.71 (ddd, 11.3, 9.6, 4.5) 2H-1; H-3 69.24 3.64 (m)

3 76.78 3.37 (d, 9.6) H-2 2H-1; 2H-23; 3H-24 78.89 4.04 (d, 11.1)
5 46.79 1.65 - 2H-1; 2H-23; 3H-24; 49.06 1.96 (t, 6.0, 3.0)

3H-25

9 47.54 0.95 - H-12; 3H-25; 3H-26 48.75 1.42 (t, 10.0, 14.0)
12 122.04 5.27 (t, 3.5) - H-18 124.58 5.33 (br s)
18 41.3 2.84 (dd, 13.7, 4.1) - H-12 45.01 2.07 (t, 2.0, 2.0)
19 - - - - - -

20 - - - - - -
CH,

1 46.48 1.90, 0.90 H-2 3H-25 47.56 1.63,1.39

6 17.70 1..40, 1.10 - - 19.28 1.75,1.31

7 31.94 1.70, 1.30 - 3H-26 3.82 1.56, 1.26
11 23.22 2.02,1.78 H-12 - 24.29 3.57,3.43
15 27.38 1.80, 1.08 - 3H-27 29.49

16 22.64 2.02,1.78 - - 24.90 3.33,1.81
19 45.82 1.78,1.15 H-18 3H-29; 3H-30 49.96 1.67,1.23
21 33.49 1.75, 1.40 - - 34.01 1.89, 1.87
22 31.41 1.56, 1.25 - - 33.59 3.28,1.70
23 64.89 3.52(d, 11.1) - H-3; 3H-24 67.53 3.38,3.35

3.28(d, 11.1)

CH3

24 12.49 0.72 (s) - H-3; 2H-23 14.12 0.74 (s)
25 16.13 1.05 (s) - - 17.76 0.77 (s)
26 16.37 0.84 (s) - - 18.13 0.92 (s)
27 25.08 1.20 (s) - - 26.80 1.11 (s)
29 32.16 0.93 (s) - 3H-30 25.39 0.99 (s)
30 22.58 0.96 (s) - 3H-29 25.36 0.96 (s)
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O espectro de massas de alta resolugédo apresentou um pico de pseudo-molecular
487.3476 [M-H*], além do aduto em 975.7056 [2M-H*]. Confirmando assim a massa da
estrutura proposta (Figura 15).
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Figura 15: Espectro de massas de alta resolugdo do acido arjundlico.

A partir dos dados de espectro de massas, foi realizado a proposta de fragmentacao,
que ao decorrer resultou na estrutura molecular do acido arjunélico, como pode ser visto na

figura 16.
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Figura 16: Proposta de fragmentacdo do &cido arjundlico.
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O estudo fitoquimico do lenho de M. insularis resultou no isolamento de um terpeno.
O composto isolado foi identificado com base nos dados de cromatografia e espectrometria,
e comparagdo com o0s deslocamentos e as constantes de acoplamento da literatura

proposta.

4.4. DISCUSSAO:

Atualmente, o meio cientifico dispde do metabolismo secundario de plantas que
produzem compostos ativos envolvidos em seu sistema defensivo. Os metabdlitos s&o
extraidos de diferentes modos e partes das plantas, que sdo matéria-prima para a producao
de Oleos essenciais e a producdo de extratos para diferentes utilizacdes (Machado et al.,
2006). Esses metabdlitos secundarios tem a fungdo de protegcdo da planta contra
herbivoros, patégenos e outras influéncias externas, como a temperatura, umidade e
deficiéncia de nutrientes (Peres, 2004; Simdes et al., 2010).

Testes iniciais do extrato metanodlico de diclorometano, acetato de etila e alcool
butilico foram realizados no presente estudo afim de avaliar a atividade antifingica. Deste
modo, 0s extratos que apresentaram uma melhor inibicdo foram os de diclorometano e
acetato de etila. Posteriormente, o extrato de acetato de etila, indicou cerca de 73 % de
inibicdo contra as células de C. buinensis, apresentando um bom resultado. Segundo
Giordani et al. (2015), os extratos de diclorometano e etanol de folhas e raizes de
Eucalyptus camaldulensis apresentam resultados positivos com acdo anti-Candida, por
outro lado, em comparagdo com 0s extratos metandlicos de caule, resultaram em uma
menor porcentagem de inibicdo, verificando que os dados deste trabalho podem contribuir
para as investigacdes de substancias bioativas contra as leveduras.

Nas analises cromatogréaficas e espectrométricas do extrato de M. insularis foram
isoladas um esqueleto de trinta atomos de carbono, o triterpeno pentaciclico acido
arjunolico. Esse terpeno foi isolado na fragdo MIF 15.6 proveniente do extrato metandlico. O
acido arjundlico ja foi isolado em folhas de espécies de Myrtaceae, dentre elas, Melaleuca
alternifolia (Vieira, 2014), Myrcia guianensis (Fehlberg, 2006) e em Myrcia rotundifolia (Silva
et al. 2014). O potencial farmacolégico do acido arjundlico foi relatado em alguns trabalhos.
Facundo et al. (2005) consideraram esse triterpeno uma droga multifuncional por apresentar
atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e anticolinesterasica, além disso, esse &cido
apresentou atividade antifungica frente a cepas de Candida krusei, Candida albicans e
Cryptococcus neoformans (Garcez et al., 2016).

A composicdo quimica do Oleo essencial do caule de Myrcia alternifolia foi
investigada e resultou na identificacdo de varios terpenos, dentre eles, o &cido arjundlico.

Esse Oleo apresenta propriedades antifingica, antibacteriana, antiviral e analgésica (Buck et
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al., 1994; Hammer et al., 1996; Halcén & Milkus, 2004). Um estudo de Moreira et al., (2010)
revelou que atividade antimicrobiana € relativamente alta com a presenca isolada desse
triterpeno supracitado, e também € um dos compostos majoritdrios da espécie M.
alternifolia, por outro lado, a presenca de varias substancias no 6leo essencial mostrou que
a eficacia anti-Candida foi menor devido a interacdo de outras substancias no composto.
Isso foi observado com M. insularis no extrato bruto metandlico, em que as fracbes de
diclorometano e acetato de etila inibiram cerca de 73% e 61% em 200 ug.mL?, e depois
quando foi isolada a substancia majoritaria, acido arjundlico, inibiu cerca de 72% e 82%
respectivamente para C. buinensis e C. tropicalis.

Os terpenos sé@o encontrados geralmente em concentracéo elevada nas estruturas
reprodutivas das plantas e folhagens durante e ap0s a floragdo, sendo importantes
componentes de resinas vegetais (Silva et al., 2014). Além disso, sdo responsaveis como
repelentes e/ou atraentes, exercidos pelo aroma tipico de muitas espécies vegetais, por
exemplo em Oleos essenciais ricos em monoterpenos. Ao contrario disso, 0s terpenos em
altas concentracdes podem ser toxicos, um combatente importante contra patégenos e
herbivoria (Theis & Lerdau, 2003; Crowell, 1997).

Alguns trabalhos relatam a presenca de terpenos no género Myrcia da familia
Myrtaceae, como em M. guianensis (Fehlberg, 2006), M. rotundifolia (Cerqueira, 2002), M.
myrtifolia e M. hiemalis (Silva et al., 2014). Os terpenos possuem diversas propriedades
biol6gicas, como: anticancer, antifingica, antiparasitaria, antibacteriana, antialérgica, anti-
hiperglicémica e imunomodulatéria (Chan-Bacab & Pena-Rodrigues, 2001; Theis & Lerdau,
2003; Salem & Werbovetz,2006; Paduch et al., 2007; Liu, 2011). Outros estudos evidenciam
atividade sobre o sistema nervoso central, como atividades sedativas, anticonvulsivante e
pro-convulsivante (Passos et al., 2009), e compostos utilizados em inseticidas naturais
(Viegas, 2003).

Na literatura ainda s&o escassos estudos com a espécie M. insularis com acao
antimicrobiana, mas este estudo apresenta dados positivos com o potencial inibitério no
crescimento com uma eliminacdo de aproximadamente 72% para C. buinensis e 82% C.

tropicalis em 200 pyg.mL™.
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4.5. CONCLUSAO:

O presente estudo caracterizou o extrato bruto do lenho de M. insularis, pela primeira
vez e testou seu efeito antimicrobiano nas leveduras de C. buinensis e tropicalis,
contribuindo para o conhecimento quimico da familia Myrtaceae. A substancia pertencente a
classe dos terpenos, o &cido arjundlico foi revelado e apresentou um bom potencial contra
as leveduras, além disso, esta substancia isolada pode caracterizar protecdo contra
patdgenos e/ou injarias do meio externo e, no combate contra doencas como candidiase e
sugere-se que mais investigacdes sejam feitas a respeito dos compostos existentes nesta

espécie da familia Myrtaceae.
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5. CONSIDERACOES FINAIS:

1. A anatomia comparada do lenho de M. insularis revelou caracteristicas que sao
associadas com a familia Myrtaceae e também outras relacionadas com os diferentes
fatores ambientais. Os ambientes de estudo apresentam condicbes ambientais
contrastantes, com periodos de pouca disponibilidade hidrica, indicando xeromorfia,
apresentados nos individuos da RES com elementos de vaso em menor comprimento e
largura, maior frequéncia de vasos e fibras mais curtas e estreitas, enquanto na FES
apresentam caracteristicas mesomarficas, como elementos de vaso mais largos e maiores e
com menor frequéncia. Por fim, os individuos de RES apresentam caracteristicas estruturais
relacionadas a ambientes secos, esses resultados sugerem que houveram ajustes
estruturais relacionados ao uso da agua, durante o processo de colonizagdo de RES pela

vegetacgao circundante (FES).

2. A espécie M. insularis relevou maior quantidade do teor de metabdlitos secundarios na
area FES. O extrato bruto do lenho apresentou uma inibicdo anti-Candida com testes
positivos para o extrato metandlico de acetato de etila. O extrato inibiu o0 crescimento das
leveduras de C. buinensis e C. tropicalis. A avaliacdo da fitoquimica do lenho e a atividade
encontrada para o extrato metandlico de acetato de etila de M. insularis, revela a presenca
de triterpenos na espécie, sendo estas, as substancias isoladas em maior quantidade nos
extratos. Porém, mais analises dos extratos devem ser feitas com o intuito de ampliar qual
ou quais outros metabolitos secundarios podem estar presentes e se sdo responsaveis por
algum dos resultados. Esse triterpeno € um acido do grupo dos pentaciclicos, conhecido
como &cido arjundlico. Embora, os resultados ainda nado tinham sido revelados para esta

espécie até o momento, podem servir de base para estudos posteriores.
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