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RESUMO

A ampla biodiversidade do Cerrado brasileiro fornece grande variedade de espécies vegetais,
as quais possuem uma infinidade de moléculas que podem apresentar atividades biologicas.
Um melhor aproveitamento e exploragdo racional das riquezas do Cerrado podem ser
conseguidos através de estudos fitoquimicos paralelos a investigacdo do potencial bioldgico
de suas espécies. Estes estudos, além de contribuirem para a descoberta e identificacdo de
novas fontes de moléculas bioativas, fornecem dados que enriquecem o conhecimento sobre
a possivel utilizacdo terapéutica de plantas deste bioma. Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo realizar o estudo fitoquimico das folhas de Miconia burchellii Triana
(Melastomataceae), bem como avaliar a toxicidade do extrato obtido da espécie. A toxicidade
foi avaliada frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. e a Concentracdo Letal Média
(CLso, concentracdo necessaria para matar 50% dos organismos testados) encontrada para o
extrato etandlico das folhas foi maior que 1000 pg/mL, o que caracteriza o extrato como
atoxico. A prospeccao fitoquimica foi realizada por meio de testes qualitativos que envolvem
reacGes com formacédo de precipitado, mudanca de coloracdo e/ou formacdo de espuma. A
prospeccao fitoquimica do extrato de Miconia burchellii revelou a presenca de compostos
fendlicos, como flavonoides e taninos, além de antraquinonas, cumarinas, alcaloides e
terpenos. Esses resultados indicam a presenca de compostos bioativos que podem estar
associados a potenciais atividades bioldgicas da espécie, sugerindo a necessidade de estudos
adicionais para explorar suas propriedades farmacoldgicas e possiveis aplicacGes.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Metabdlitos secundarios. Produtos naturais.



ABSTRACT

The vast biodiversity of the Brazilian Cerrado provides a great variety of plant species, which

contain an abundance of molecules that may exhibit biological activities. However, this
biological richness is severely threatened by fires and deforestation. A better utilization and
rational exploration of the Cerrado's resources can be achieved through phytochemical studies
alongside the investigation of the biological potential of its species. These studies not only
contribute to the discovery and identification of new sources of bioactive molecules but also
offers data that enrich the knowledge regarding the potential therapeutic use of plants from
this biome. In this context, the aim of this work was to conduct a phytochemical study of the
leaves of Miconia burchellii Triana (Melastomataceae), as well as to assess the toxicity of the
extract obtained from the species. Toxicity was evaluated using the microcrustacean Artemia
salina Leach, and the Median Lethal Concentration (LCso) found for the ethanolic extract of
the leaves was greater than 1000 pg/mL, characterizing the extract as non-toxic. The
phytochemical screening was carried out through qualitative tests involving reactions with
precipitate formation, color changes, and/or foam formation. The phytochemical screening of
the Miconia burchellii extract revealed the presence of phenolic compounds, such as
flavonoids and tannins, in addition to anthraquinones, coumarins, alkaloids, and terpenoid
compounds. These results indicate the presence of bioactive compounds that may be
associated with potential biological activities of the species, suggesting the need for further
studies to explore its pharmacological properties and potential applications.

Keywords: Bioactive compounds. Secondary metabolites. Natural products.
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1. INTRODUCAO

Do ponto de vista da diversidade bioldgica, o Cerrado brasileiro é reconhecido como a
savana mais rica do mundo, abrigando mais de 11.000 espécies de plantas nativas catalogadas
e ocupando cerca de 22% do territorio nacional (Brasil, 2024). Carvalho (2007) afirma que essa
riqueza se manifesta ndo apenas na forma de vegetacéo semelhante, mas também em termos de
diferentes padrbes de composicdo floristica, que estdo intimamente ligados as condi¢Bes do
ambiente fisico.

Segundo Mendonca et al. (1998), a multiplicidade de paisagens no Cerrado € o que
confere a regido a sua notavel riqueza, fazendo com que a flora desse bioma se destaque entre
as savanas de todo o mundo. As abundantes variedades de espécies vegetais encontradas no
Cerrado sao atribuiveis as diversas paisagens e aos distintos aspectos presentes, tornando-o um
dos ecossistemas mais ricos e, a0 mesmo tempo, mais ameagados do planeta, o que o coloca na
categoria de um hotspot da biodiversidade, de acordo com Myers et al. (2000).

Baumgratz et al. (2010) afirmam que, entre a diversidade de espécies vegetais
encontradas no Cerrado, merece destaque a familia Melastomataceae, que se configura como a
quinta maior familia de angiospermas da flora brasileira. Essa familia botanica abriga
aproximadamente 5.000 espécies distintas, as quais se encontram distribuidas em cerca de 170
géneros (Renner, 2004).

Conforme observado por Cunha (2021), apesar de a familia Melastomataceae ter sido
alvo de inimeros estudos cientificos, o conhecimento acumulado até 0 momento ainda néo
reflete de forma completa a sua extensdo. Um dos géneros que merece especial atencéo dentro
dessa familia é o género Miconia, formado por mais de 1900 espécies (Goldenberg et al., 2013).
No Brasil sdo encontradas 282 espécies de Miconia, das quais 125 sao endémicas (Goldenberg,
2000; Baumgratz et al., 2010), ou seja, encontram-se exclusivamente em determinadas regides
geograficas, contribuindo para a singularidade e riqueza da flora local.

Extratos obtidos de espécies de Miconia e seus compostos isolados tém demonstrado o
potencial terapéutico deste género. Entre as atividades bioldgicas relatadas, destacam-se 0s
efeitos antimicrobiano, antioxidante, antitumoral, leishmanicida, esquistossomicida, analgésico
e anti-inflamatdrio (Gandhi et al. 2023). Entretanto, do ponto de vista quimico, poucos estudos
foram realizados com espécies de Miconia. Estima-se que menos de 2% das espécies do género
foram estudadas com este propoésito até o ano de 2019 (Cunha et al. 2019). A pesquisa continua

e aprofundada sobre a familia Melastomataceae e seus géneros, como o Miconia, é fundamental
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para o avango do conhecimento boténico e a preservacao da biodiversidade do Cerrado e de
outros ecossistemas brasileiros.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico
das folhas de (Pixirica) Miconia burchellii Triana (Melastomataceae), bem como avaliar a

toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. do extrato obtido da espécie.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos Naturais

Os produtos naturais tém sido utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doengas por meio da ingestdo de ervas e folhas pode ter sido uma das
primeiras formas de aproveitamento desses recursos. A histéria do desenvolvimento das
civilizacdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, com destaque para as civilizagdes
Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa, por exemplo, evoluiu com
uma grandiosidade e eficiéncia tdo notaveis que, até hoje, muitas espécies e preparacdes
vegetais medicinais sdo estudadas em busca de compreensao de seus mecanismos de acdo e
isolamento de principios ativos (Viegas et al. 2006).

Segundo De Morais et al. (2021), as observac6es populares sobre o uso e a eficacia das
plantas medicinais desempenham um papel relevante na divulgagdo das virtudes terapéuticas
dos vegetais. Muitas dessas plantas sdo utilizadas com base em suas propriedades medicinais,
mesmo sem um conhecimento aprofundado sobre seus constituintes quimicos. Dessa forma, o
consumo de fitoterapicos continua a ser uma pratica valida, sustentada por informacGes
terapéuticas acumuladas ao longo de séculos. De maneira indireta, essa tradicdo desperta o
interesse de pesquisadores para estudos interdisciplinares, como na botanica, farmacologia e
fitoquimica, que juntas enriqguecem o conhecimento sobre a vasta e inesgotavel fonte de
remédios que € a flora mundial.

De acordo com Berlinck et al. (2017), a quimica dos produtos naturais experimenta um
novo periodo de crescimento, de maneira tdo extensa e intensa que essa ciéncia precisou se
dividir em areas especializadas, como quimica bioldgica, biologia quimica e quimica bio-
organica, além das suas especialidades mais tradicionais, como a fitoquimica e a
farmacognosia. Diversas abordagens sdo empregadas na pesquisa em quimica de produtos
naturais, refletindo a extensdo e a longa histéria de desenvolvimento dessa ciéncia, marcada por
sua ampla interdisciplinaridade. A quimica dos produtos naturais é uma subarea antiga da
quimica organica, cujas bases foram estabelecidas ainda na época da alquimia, 0 que ajuda a

explicar sua consolidacao e reconhecimento ao longo dos séculos.



2.2. Familia Melastomataceae

A familia Melastomataceae é composta por aproximadamente 5.000 espécies, sendo a
quinta maior familia de Angiospermas no Brasil, que se distribuem por diversos biomas (Myers
et al., 2000; Baumgratz et al., 2010). Trata-se de uma familia com grande variedade de formas
de crescimento que vao desde ervas e arbustos até arvores, com uma presenca mais rara de
trepadeiras e epifitas. Essa variedade permite a colonizacdo de ambientes especificos e diversos,
tornando a familia uma das mais adaptaveis e amplamente distribuidas nas formacdes
vegetacionais brasileiras, apesar de alguns géneros serem restritos a determinadas regides e de
haver um namero significativo de espécies endémicas (Goldenberg et al. 2012).

Diversos estudos tém sido realizados sobre as espécies brasileiras da familia
Melastomataceae, e esses trabalhos servem como referéncia para estudos floristicos e
taxonémicos relacionados a essa familia (Goldenberg et al., 2012). Do ponto de vista quimico,
Melastomataceae se destaca pela presenca de terpenoides, &cidos fendlicos, flavonoides,
quinonas, lignanas, além de taninos e outros compostos polifendlicos (Serna e Martinez, 2015)

que contribuem para a sua importancia cientifica e ecoldgica.

2.3. Género Miconia

Segundo Menezes Filho (2022), os extratos e compostos isolados de Miconia tém
mostrado um grande potencial para aplicacGes terapéuticas. As pesquisas revelaram uma
variedade de atividades bioativas, como propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
antidiabéticas, analgésicas, entre outras. Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos quimicos
para explorar em profundidade as possibilidades terapéuticas oferecidas por este género.

Muitas espécies desse género sdo amplamente utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diversas enfermidades, como dores, infec¢cbes na garganta, febre e resfriados,
além de atuarem como depurativas, diuréticas e sedativas (Maciel et al., 2002). No entanto, a
comprovacao cientifica desses efeitos ainda é necessaria para garantir seguranca e eficacia no
uso dessas plantas (Pedroso et al., 2021). Cunha (2021) estima que apenas 2% das espécies do
género Miconia tenham sido objeto de estudos com a finalidade de investigar suas propriedades
medicinais, farmacologicas e fitoquimicas.

Os poucos estudos ja realizados tém demonstrado que algumas de suas especies
possuem atividades bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo propriedades anti-inflamatorias,
analgésicas, antimicrobianas, antiparasitarias, citotdxicas, antimutagénicas e antioxidantes

(Silva et al., 2023). Esses efeitos sdo atribuidos a presenca de diversos compostos bioativos,
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especialmente os fenolicos, flavonoides e triterpenos, que podem atuar na modulacdo de
processos inflamatdrios, no combate a infeccdes e até mesmo na inibicdo do crescimento de
células tumorais (Silva et al., 2023). Além de validar os usos tradicionais, a pesquisa com 0
género também contribui para a bioprospecc¢éo, que visa identificar novas substancias bioativas
que possam ser utilizadas na industria farmacéutica e na medicina. Dessa forma, o estudo do
género ndo apenas fortalece o conhecimento etnobotéanico e a valorizagdo da biodiversidade,
mas também pode levar ao desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos inovadores (Da
Silva et al., 2022).

Recentemente, estudos realizados com Miconia burchellii (Figura 1) relataram o
isolamento e a identificacdo de metabdlitos pertencentes as classes dos flavonoides, dos
terpenoides, dos esteroides, das saponinas e dos feoforbideos, além da descricdo dos efeitos
antimicrobianos e citotoxicos de extratos da espécie (Cunha et al., 2024; Cunha et al., 2021).
Esses achados reforcam o potencial farmacoldgico do género Miconia, incentivando pesquisas

relacionadas aos seus compostos bioativos.

Figura 1. Folhas e inflorescéncia de Miconia burchellii.

{
!
'

————

Fonte: Autora.
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2.4. Ensaio de Letalidade frente & Artemia salina Leach.

Artemia salina (Figura 2) € um pequeno crustaceo da subordem Anostraca, amplamente
utilizado como modelo biologico em testes de toxicidade e ecotoxicologia. Ela vive em
ambientes hipersalinos, alimentando-se principalmente de fitoplancton. Além de sua
importancia ecoldgica, tem grande valor econémico na aquicultura e aquariofilia, sendo usada

como alimento para larvas de peixes e camardes (Libralato et al., 2016).

Figura 2. Representagdo das etapas do ciclo de vida da Artemia salina.

Adulto

’
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| 3 ) o ||y
o o % o | .
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—
1 mm

Metanauplius

Fonte: Adaptado de Santos (2023).

Outra caracteristica notavel da Artemia salina é sua alta taxa de reproducdo. Estes
crustdceos podem se reproduzir de duas maneiras: oviparidade e ovoviviparidade. Na
oviparidade, Artemia produz cistos, que sdo embrides dormentes capazes de sobreviver em
condicgdes adversas. Quando expostos a um ambiente apropriado, esses cistos eclodem e dao
origem aos nauplios, que sdo a fase larval do organismo. J& na ovoviviparidade, 0s ovos
eclodem internamente, produzindo larvas vivas. Os ovos de Artemia salina estdo disponiveis
comercialmente e tém sido empregados em diversas areas da ciéncia para experimentacéo e
como modelos de ensino (Salgueiro et al., 2018).
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Seu uso em testes de toxicidade se deve a facilidade de cultivo e manutenc¢éo, ao rapido
ciclo de vida (com resultados em 24 a 72 horas), ao baixo custo de experimentacdo e a
disponibilidade comercial de cistos, o que garante popula¢ées homogéneas para 0s ensaios. Os
testes toxicoldgicos com Artemia podem ser divididos em curto e longo prazo. Os de curto
prazo avaliam a toxicidade aguda de substancias e incluem testes de mortalidade, ecloséo de
cistos, biomarcadores e comportamento de natacdo. O teste de mortalidade determina a
concentragdo letal média (CLso) de amostras como metais pesados (arsénio, cadmio, cobre,
mercurio, niquel, entre outros). O teste de eclosdo analisa o efeito de toxinas na taxa de
nascimento dos nauplios. Ja os biomarcadores avaliam respostas fisioldgicas ao estresse
quimico, incluindo a atividade da acetilcolinesterase (AChE), proteinas de estresse térmico
(HSP), peroxidacdo lipidica e outras enzimas antioxidantes. O teste de natacdo verifica
alteracdes na velocidade e no padrdo de deslocamento dos nauplios como indicador de
toxicidade (Libralato et al., 2016).

Nos testes de longo prazo, avalia-se o impacto de substancias toxicas no crescimento,
desenvolvimento e reproducdo da Artemia. O crescimento pode ser inibido ou apresentar
deformidades devido a exposicdo a contaminantes. A reproducdo pode ser afetada, reduzindo a
fertilidade e o nimero de descendentes. Além disso, a sobrevivéncia ao longo de varias semanas
pode indicar toxicidade cronica. Esses ensaios séo amplamente utilizados para testar pesticidas,
metais pesados, antibidticos, nanoparticulas, compostos organicos e extratos vegetais (Libralato
etal., 2016).

Entre as vantagens de usar a A. salina como modelo experimental estdo a facilidade de
sua criacdo em laboratdrios, o baixo custo, a simplicidade no manejo e o curto periodo de vida,
que varia de um a trés meses. Seus ovos podem permanecer dormentes por anos, e quando
expostos a condicdes favoraveis e manejados adequadamente, eles eclodem, permitindo a

obtenc&o de larvas para experimentos laboratoriais (Santos et al., 2023).



13

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Coleta do material botanico

Para a realizacdo deste trabalho, partiu-se do extrato obtido por Cunha (2021), cujo
detalhamento de obtencdo esta descrito na sequéncia. As folhas de Miconia burchellii foram
coletadas em junho de 2018 em trés pontos distintos da Serra dos Pirineus, localizada na regido
entre 0s municipios de Pirenopolis, Cocalzinho de Goias e Corumbéa de Goias. Os pontos de
coleta foram: latitude 15°47'3"S, longitude 48°48'37"0O, a uma altitude de 1140 metros; latitude
15°47'57"S, longitude 48°49'10"O, a uma altitude de 1270 metros; e latitude 15°47'52"S,
longitude 48°49'53"0, a uma altitude de 1310 metros (Cunha, 2021).

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético foi devidamente cadastrada no SisGen
sob o nimero A4E65A0. A identificacdo do material vegetal foi realizada pela Profa. Dra.
Mirley Luciene dos Santos, e as exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade
Estadual de Goias, com os registros HUEG 13.931, HUEG 13.932 e HUEG 13.933 Cunha et.
al., (2021).

3.2. Obtencao do extrato bruto

As folhas foram secas por 24 horas em estufa de circulacdo de ar a 45 °C.
Posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas tipo Willey. A extracdo do material
moido foi realizada por maceracao em etanol 99,5%, a temperatura ambiente, durante sete dias,
seguida pela evaporacdo do solvente em rotaevaporador. O residuo vegetal resultante (torta) foi
extraido por mais trés vezes de maneira analoga a descrita na Figura 3 (Cunha, 2021).

O extrato etandlico de M. burchellii, assim como o material vegetal seco e moido, foram
acondicionados em frascos de vidro e mantidos sob refrigeracao a aproximadamente 2 °C até a

realizacdo dos testes.
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Figura 3. Esquema de obtencgdo do extrato etandlico bruto das folhas de M. burchellii.
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Fonte: Adaptado de Cunha (2021).

3.3. Ensaio de toxicidade em Artemia salina Leach.

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado de acordo com a técnica
descrita por Molina-Salinas e Said-Fernandez (2006), com algumas adaptagdes, conforme
descrito abaixo. A adgua marinha artificial (solucdo salina) foi preparada com a dissolucéo de
36 g de sal marinho comercial e 6 mg de extrato de levedura em 1 L de agua destilada. Em
seguida, essa solucdo foi submetida a esterilizacdo por autoclavacdo. Apos o resfriamento da
solucéo, 0,3 g de cistos de Artemia salina foram incubados em 500 mL de solug&o salina por
24 horas com oxigenagdo constante. Posteriormente, os nauplios foram atraidos por uma fonte
de luz, pipetados e transferidos para uma placa de Petri com 5 mL de solugéo salina renovada
(Figura 4).

As solugdes iniciais com concentracao de 4000 pg/mL do extrato das folhas de M.
burchellii foram preparadas utilizando-se 8 mg de extrato em 100 pL/mL de dimetilsulféxido
a 5% (em solugdo salina) e 1900 pL/mL de Tween 80 a 0,02% (em solucdo salinas). As
diluicdes seriadas foram preparadas em frascos tipo Eppendorf, partindo-se da solucéo inicial
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do extrato (4000 pg/mL), que foi diluida para (2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL).

Figura 4. Esquema do ensaio de letalidade em Artemia salina.

4
@ Triplicata

24h Temp. Constante

N

Ntzi:-\ =

Solugao Salina

J_) " —

E E

Cistos de Artemia Salina sob l

Luz e areacao constantes

Calciilo de individuos CL.. H Contagem de individuos vivos F 24h Temp. Constante

Fonte: Autora.

Os testes foram realizados em triplicatas, ondes os 10 nduplios de Artemia salina foram
coletados com uma micropipeta e adicionados em microplacas de 96 pocos (10 nauplios + 1)
contendo 100 pL/mL de solugdo salina e 100 pL/mL do extrato em cada concentragdo. Foi
realizado controle de viabilidade (solu¢éo salina 3,6%, dimetilsulfoxido 5% e Tween 80 0,02%)
e controle da técnica com dicromato de potassio. Apds 24 horas de repouso em temperatura
ambiente, foi realizada a contagem dos nauplios mortos e vivos. Todos os procedimentos

citados foram repetidos trés vezes para que fossem feitas comparacdes entre os resultados.
3.4 Prospeccéo fitoquimica
A prospecgdo fitoquimica foi realizada com o p6 seco das folhas de M. burchelli para

verificacdo da presenca das principais classes de metabolitos secundarios, conforme descrito
por Matos (2009) e Simdes et al. (2010) e detalhado abaixo.

3.4.1. Reacdes de caracterizacdo de compostos fenolicos

Extracdo: Foram pesados em uma balanca de precisdo, 8 g da amostra pulverizada e depois
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adicionado 80 mL de etanol a 70% (V/V). Foi fervido durante 5 minutos e depois filtrado em
papel de filtro umedecido com etanol a 70% (V/V).

3.4.1.1. Reacdes para caracterizacdo de compostos fendlicos em geral
a) Reacdo com hidroxidos alcalinos: Foi transferido 3 mL da solugdo extrativa para um tubo de
ensaio. Adicionado 1 mL de NaOH a 20% (p/V) e depois o tubo foi agitado.

b) Reacdo com cloreto de aluminio: Foram transferidos cerca de 5 mL da solucéo extrativa para
uma cépsula de porcelana. Concentrada até a metade e depois transferido para um pedaco de
papel de filtro, espalhando sobre toda a superficie. Em seguida, foi umidecida uma das regides
do papel com solucdo de cloreto de aluminio a 5% (p/V) e logo apds observado sob luz

ultravioleta o aparecimento de fluorescéncia.

c) Reacao com cloreto férrico: Foi transferido 3 mL da solucdo extrativa para um tubo de ensaio.
Adicionado 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% (p/V) e depois observado o aparecimento de

coloracéo.

3.4.1.2. Reacg0es para caracterizagao de flavonoides

a) Reacéo da cianidina ou de Shinoda: 3 mL do filtrado foram transferidos para um tubo de
ensaio. Foi adicionada uma fita fina de magnésio (aproximadamente 1 cm) e, em seguida,
cuidadosamente, 1 mL de &cido cloridrico concentrado foi acrescentado. Se necessario, o tubo

foi resfriado em banho de agua fria.

b) Reacdo oxalo-borica: 5 mL da solucdo extrativa foram evaporados em uma capsula de
porcelana. No residuo semi-seco, foram adicionados 3 mL de solucéo de &cido borico a 3%
(p/V) e 1 mL de solucédo de acido oxalico a 10% (p/V). A mistura foi evaporada até secura, e
ao residuo seco foram adicionados 7 mL de éter etilico P.A. Observou-se sob luz ultravioleta o

surgimento de fluorescéncia.

¢) Reacdo com acido sulfurico concentrado: 3 mL da solucdo extrativa foram colocados em
uma cépsula de porcelana e evaporados até semi-secura. Apos isso, 0,5 mL de acido sulfurico
concentrado foram adicionados, e a fluorescéncia foi observada sob luz ultravioleta.

3.4.1.3. Reacdo para caracterizacdo de antraquinonas

a) Reacéo de Borntrager direta (antraquinonas livres): 10 mL do filtrado foram transferidos para
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um béquer e levados a fervura por 2 minutos em uma chapa aquecedora. O liquido resultante
foi transferido para um tubo de ensaio e, apos resfriamento, 10 mL de éter etilico P.A. foram
adicionados, com leve agitacdo. Em seguida, 5 mL da fase etérea (fase superior) foram retirados
e transferidos para outro tubo de ensaio. A este, foram acrescentados 4 mL de solucdo de

hidréxido de aménio a 50% (V/V), a mistura foi agitada e deixada em repouso por 5 minutos.

b) Reacdo de Borntrager indireta (glicosideos antraquindnicos): 10 mL do filtrado foram
transferidos para um béquer, onde se acrescentaram 0,5 mL de HCI a 10% (V/V). A mistura foi
levada a fervura por 2 minutos em uma chapa aquecedora. O liquido resultante foi transferido
para um tubo de ensaio e, apds resfriamento, 10 mL de éter etilico P.A. foram adicionados, com
leve agitacdo. Em seguida, 5 mL da fase etérea foram retirados e transferidos para outro tubo
de ensaio. A este, foram adicionados 4 mL de solucédo de hidroxido de amonio a 50% (V/V), a

mistura foi agitada e deixada em repouso por 5 minutos.

3.4.1.4. Reacdes para caracterizacdo de cumarinas

Extracdo: Foram pesados 2 g da amostra e adicionados 30 mL de adgua. A mistura foi fervida
durante 3 minutos em uma chapa aquecedora. Apds isso, foi filtrada e 1 mL de HCI 1,0 mol/L
foi adicionado. Depois de esfriar, o liquido foi transferido para um funil de separacéo e extraido
com 10 mL de éter etilico. O volume foi reduzido.

a) Reacdo de caracterizacdo: Foram depositadas 5 gotas do extrato etéreo sobre uma regiao de
um papel de filtro, concentrando-as em um Unico ponto. Apos a secagem, foi acrescentada 1
gota de NaOH 1,0 mol/L naregido onde o extrato etéreo foi aplicado. A observacéo foi realizada
sob luz UV.

3.4.1.5. Reacdes para caracterizagdo de taninos

Extracdo: Foram pesados 2 g da amostra, adicionados 50 mL de agua destilada e a mistura foi
levada a fervura por 5 minutos em uma chapa aquecedora. Em seguida, a mistura foi filtrada
ainda quente, utilizando papel de filtro. O volume do filtrado obtido foi completado para 100
mL com agua destilada, formando a solucdo extrativa. Em uma estante, foram organizados oito
tubos de ensaio. Em quatro dos oito tubos, foram adicionados 5 mL da solucéo extrativa. Nos
quatro tubos restantes, foram adicionados 5 mL de acido tanico a 0,5% (p/V) como controle

positivo.
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a) Reacdo com gelatina: No primeiro tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de
solucdo de gelatina a 2,5% (p/V) em solugdo de cloreto de sodio a 5% (p/V). Em seguida, 0s

tubos foram comparados.

b) Reacdo com alcaloides: No segundo tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de
solucdo de brucina a 1% (p/V) em &cido sulfarico a 5% (V/V). Apo6s isso, os tubos foram

comparados.

c) Reagdo com sais metalicos: No terceiro tubo (amostra e controle), foram adicionadas 2 gotas
de cloreto férrico a 2% (p/V). Em seguida, compararam-se a coloragdo dos tubos e a ocorréncia

de precipitados.

d) Reacdo com hidrdxidos alcalinos: No quarto tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5
gotas de solucdo de hidréxido de sddio ou potéssio a 20% (p/V). Posteriormente, comparou-se a

coloracgéo dos dois tubos.

3.4.2. Reac0es de caracterizacdo de compostos nitrogenados

3.4.2.1. Preparo dos reativos

* Reativo de Bouchardat: Foram dissolvidos 4 g de iodeto de potassio e 2 g de iodo em 100
mL de agua destilada.

« Acido Tanico: Foi dissolvido 1 g de 4cido tanico em 100 mL de 4gua destilada.

* Reativo de Mayer: Foram dissolvidos 2,71 g de cloreto de mercdrio e 10 g de iodeto de
potéssio em &gua destilada, e o volume foi completado para 200 mL. A mistura foi agitada e
filtrada.

* Reativo de Dragendorff: Foram dissolvidos 8 g de subnitrato de bismuto em 20 mL de acido
nitrico a 30% (p/V). Em um recipiente separado, foram dissolvidos 22,8 g de iodeto de potassio
em agua destilada. A solucéo de subnitrato foi gradualmente adicionada a solucao de iodeto.
Apbs repouso por algumas horas, a mistura foi filtrada e o volume completado para 100 mL
com agua destilada.

 Reativo de Bertrand: Foi dissolvido 1 g de &cido silico-tingstico em 100 mL de agua
destilada.

3.4.2.2. Reac0es de caracterizacdo de alcaloides

Extracdo acida: Foram pesados 2 g da amostra pulverizada. Em seguida, foram adicionados 20
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mL de &cido sulfarico a 1% (V/V). A mistura foi levada a fervura por 2 minutos e, depois,
filtrada em algodao e resfriada. O filtrado foi dividido em duas porcées: A e B.

a) Porcao A (pesquisa direta): O filtrado foi distribuido em 5 tubos de ensaio. No primeiro tubo,
foram gotejadas 2 gotas do Reativo de Bouchardat. No segundo, 2 gotas da solugdo de acido
tanico. No terceiro, 2 gotas do Reativo de Mayer, e assim sucessivamente.

Positivo: O precipitado marrom-avermelhado apos a adicdo do Reativo de Bouchardat, o
precipitado bege apds adicdo de acido tanico, o precipitado branco apés a adi¢do do Reativo de
Mayer, o precipitado vermelho tijolo ap6s a adicdo do Reativo de Dragendorff e o precipitado
branco ap6s a adicdo do Reativo de Bertrand indicaram resultados positivos.

b) Porcdo B (pesquisa confirmatoria): Foi adicionado NH4sOH diluido até pH basico. Em
seguida, foram adicionados 7 mL de CHCIs. A mistura foi extraida por 10 minutos, decantada
e a camada cloroférmica foi transferida para uma capsula de porcelana e levada ao banho-maria
até a secura. O residuo foi dissolvido com 5 mL de H2SO4 a 1% e distribuido em 5 tubos de
ensaio. No primeiro tubo, foram gotejadas 2 gotas do Reativo de Bouchardat. No segundo, 2
gotas da solucdo de acido tanico. No terceiro, 2 gotas do Reativo de Mayer, e assim

sucessivamente.

3.4.3. Reacdes de caracterizacdo de compostos terpénicos

Extracdo: Foram pesados 2,5 g da amostra pulverizada. Em seguida, adicionaram-se 25 mL de
etanol a 50% (V/V) e 10 mL de solucgéo de acetato de chumbo a 10% (p/V). A mistura foi levada
a fervura por 4 minutos. Apos o resfriamento, realizou-se a filtracdo e completou-se o volume
para 25 mL com etanol a 50% (V/V). O filtrado foi transferido para um funil de separacéo, onde

foi feita a extracdo por duas vezes com 15 mL de cloroférmio P.A.

3.4.3.1. Reacgdes de caracterizagdo do nucleo esteroide

a) Reacdo de Liebermann-Burchard: Transferiram-se 3 mL da frag&o cloroférmica para um tubo
de ensaio e evaporou-se o solvente até a secura em banho-maria. No residuo, adicionou-se 1
mL do reagente de Liebermann-Burchard, preparado no momento (1 mL de cloroférmio P.A.,
1 mL de anidrido acético P.A. e 3 a 4 gotas de acido sulfurico concentrado). O tubo foi deixado

em repouso por 5 minutos para observacao da coloracao.
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b) Reacdo de Pesez: Foram transferidos 3 mL da fracdo cloroférmica para uma cépsula de
porcelana, e o solvente foi evaporado até a secura em uma chapa aquecedora. Apds o
resfriamento, adicionaram-se ao residuo 3 a 6 gotas de acido fosforico P.A., e a mistura foi

homogeneizada com o auxilio de um bastdo. A amostra foi observada sob luz UV.

3.4.3.2. Reacdo de deteccao de desoxiagucares

a) Reacdo de Keller-Kiliani: Evaporaram-se 5 mL da fracdo cloroférmica até a secura em um
tubo de ensaio utilizando banho-maria. Ao residuo, adicionaram-se 3 mL de um reagente
recém-preparado contendo &cido acético glacial P.A. e cloreto férrico 9% (p/V), na propor¢édo
de 3:0,1. A mistura foi homogeneizada, e, em seguida, adicionaram-se lentamente 2 mL de

acido sulfarico concentrado pelas paredes do tubo.

3.4.3.3. Reacdo de deteccao do anel lactonico

a) Reacdo de Kedde: Foram transferidos 6 mL da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio,
e o solvente foi evaporado até a secura em banho-maria. No residuo, adicionaram-se 2 mL de
etanol 50% (V/V), 2 mL de &gua destilada, 2 mL de reagente acido 3-5 dinitrobenzdico a 1%
(p/V) recém-preparado em etanol a 96% (V/V) e 2 mL de hidréxido de potassio 1,0 mol/L.
Apos repouso de 5 minutos, observou-se o desenvolvimento da coloragéo.

3.4.3.4. Reacdes de deteccdo de saponinas

Pesou-se 1 g do extrato e transferiu-se para um erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente.
A mistura foi mantida sob fervura moderada por 30 minutos. Ap6s o resfriamento, realizou-se
a filtracdo para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume, através do filtro,
até 100 mL. O decocto obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio com tampa (tubos de mesmo
didmetro e altura), em série sucessiva de 1 a 10 mL. O volume do liquido em cada tubo foi
ajustado para 10 mL com agua destilada. Os tubos foram tampados e agitados verticalmente
por 15 segundos, com uma frequéncia de duas agitacGes por segundo. Apos 15 minutos de

repouso, foi medida a altura da espuma.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ensaio de toxicidade em Artemia salina Leach.

Para caracterizar um extrato como toxico utilizando o teste de letalidade da Artemia
salina, ¢ importante observar a Concentra¢ao Letal Média (CLso), que ¢ a concentragido
necessaria para matar 50% da populacdo de Artemias expostas. Segundo Meyer et al. (1982) e
Nguta et al. (2012), um extrato ¢ considerado toxico se a CLso for menor que 1.000 pg/mL.

O Quadro 1 apresenta os resultados dos experimentos realizados com Artemia salina
para avaliar a toxicidade do extrato das folhas de Miconia burchellii (MBFE) em diferentes
concentracdes. O experimento foi conduzido em trés repeticdes independentes (Experimentos
1, 2 e 3), com 0 objetivo de assegurar a confiabilidade dos dados obtidos. Foram testadas cinco
concentracdes do extrato (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL),

além de controles positivo e negativo.

Quadro 1. Resultados do numero de mortes de A. salina em cada repeticdo do teste.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

MBFE NUmero de mortes MBFE NUmero de mortes MBFE NUmero de mortes
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)

1000 0 2 3 1000 10 10 10 1000 0 0 1
500 1 0 0 500 10 10 10 | 500 0 0 0
250 0 0 1 250 10 6 7 250 0 0 0
125 0 0 1 125 0 0 1 125 0 0 1
62,5 0 1 0 62,5 1 2 2 62,5 1 0 1

Fonte: Autora.

Os resultados mostram que, no Experimento 1, o extrato apresentou baixa toxicidade,
com uma mortalidade minima (no méximo 3 organismos morto) em todas as concentraces
testadas. No Experimento 2, houve uma mortalidade significativa nas concentragcdes mais altas
(1000 pg/mL e 500 pg/mL), enquanto nas menores concentracoes (62,5 pg/mL e 125 pg/mL),
a mortalidade foi reduzida, indicando uma relagdo concentragdo-efeito. Diante da discrepancia
dos resultados dos dois primeiros experimentos, uma terceira repeti¢do foi realizada, visando
descartar o resultado inconsistente. No Experimento 3, os resultados foram semelhantes aos do
Experimento 1, com baixa mortalidade em todas as concentragdes.

A variagdo observada entre o Experimento 2 e os demais pode ser atribuida a fatores
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experimentais relacionados a transferéncia das amostras, que podem ter sido depositadas em
uma microplaca contaminada com alguma substancia toxica aos nduplios de A. salina, para
evitar esse problema em futuros experimentos, recomenda-se a esterilizacdo rigorosa dos
materiais e a padronizacdo das condi¢Bes de cultivo dos microcrustaceos. Em funcdo da
discrepancia observada, os resultados deste experimento ndo foram considerados para a
avaliacdo da toxicidade do extrato das folhas de M. burchellii.

Deste modo, os dados indicam que o extrato das folhas de Miconia burchellii possui
baixa toxicidade aguda para Artemia salina nas condi¢Ges experimentais avaliadas, tanto em
concentragdes maiores quanto nas menores. Esses resultados sugerem que o extrato possui
potencial para usos futuros, mas requer estudos adicionais para melhor compreender seus
efeitos toxicos em diferentes contextos.

Os controles negativos (solucdo salina, DMSO e Tween) ndo apresentaram mortalidade
significativa, o que indica que nem os veiculos nem o meio interferiram nos resultados. Por
outro lado, o controle positivo (K2Cr07) apresentou mortalidade de 100% em todas as

concentracgdes testadas, validando a eficacia do método utilizado.
4.2. Prospeccdo fitoquimica

Os testes de prospeccdo fitoquimica realizados com as folhas secas e moidas de M.
burchellii evidenciaram a presenca de metabolitos secundarios das classes dos compostos
fenolicos, especificamente de flavonoides, antraquinonas livres, cumarinas e taninos, além de

alcaloides e compostos terpénicos, conforme consta no Quadro 2.

Quadro 2. Resultados da prospeccdo fitoquimica realizada com as folhas de M. burchellii.

Resultado
Classe Teste
Positivo Negativo
Hidréxidos alcalinos X
Compostos fenolicos Cloreto de aluminio X
Cloreto férrico X
Cianidina X
Flavonoides Oxalo-borica X
Acido sulfarico X
Antraquinonas Borntrager direta X
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Borntriger indireta

Cumarinas

Hidroxido de sodio

Taninos

Gelatina

Alcaloides

Sais metalicos

Hidroxidos alcalinos

Alcaloides (direta)

Bouchardat

Acido tanico

Mayer

Dragendorff

Bertrand

Alcaloides (confirmatéria)

Bouchardat

Acido tanico

Mayer

Dragendorff

Bertrand

Compostos terpénicos

Liebermann-Burchard

Pesez

Keller-Kiliani

Kedde

Saponinas

Nos testes para deteccdo da classe geral dos compostos fendlicos, a reacdo do extrato

com hidréxidos alcalinos resultou no desenvolvimento de coloracdo amarela, indicando a

presenca de heterosideos flavonicos. Na reacdo com cloreto de aluminio, verificou-se o

surgimento de fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta. J& na reacdo com cloreto férrico,

houve o aparecimento de uma coloragdo negra, indicando resultado mais para compostos

fendlicos.

Nas reacgdes para deteccdo de flavonoides, a reacdo da cianidina ou de Shinoda resultou

no aparecimento de uma coloracdo avermelhada. A reagdo oxalo-bdrica evidenciou a presenca

desses compostos por meio do surgimento de fluorescéncia. Da mesma forma, a reacdo com

acido sulfarico concentrado também resultou no aparecimento de fluorescéncia. Estes

resultados corroboram os de Cunha et al. (2021), que relataram o isolamento dos flavonoides

kaempferol, kaempferol-3-O-B-glucopiranosideo e kaempferol-3-O-p-galactopiranosideo das
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folhas de M. burchellii.

Para a caracterizacdo de antraquinonas, a reacdo de Borntrager direta (antraquinonas
livres) resultou em coloracdo vermelha na camada aquosa, enquanto na reacdo de Borntrager
indireta (glicosideos antraquindnicos) ndo houve alteracdo na coloracdo da amostra. Na
caracterizagdo de cumarinas, observou-se fluorescéncia azulada. Quanto a detecgdo de taninos,
a reacdo com gelatina resultou na formagdo de um precipitado branco. Na reacdo com
alcaloides, também houve precipitacdo. A reacdo com sais metalicos gerou coloracao
enegrecida, enquanto a reacdo com hidroxidos alcalinos resultou no escurecimento da amostra,
indicando resultado mais para compostos fendlicos.

Nas reacdes para caracterizacdo de compostos nitrogenados, mais especificamente de
alcaloides, a pesquisa direta (porcdo A) revelou a formagdo de um precipitado marrom-
avermelhado apds a adi¢do do Reativo de Bouchardat. Com acido tanico e Reativo de Mayer,
ndo houve precipitacdo. J& com o Reativo de Dragendorff, observou-se a formacéo de um
precipitado vermelho-tijolo, enquanto no Reativo de Bertrand ndo ocorreu precipitacdo. A
pesquisa confirmatoria (porcao B) apresentou resultados semelhantes aos obtidos na porcao A.

Na caracterizacdo de compostos terpénicos, a reacdo de Liebermann-Burchard resultou
no aparecimento de coloragcdo castanha, enquanto a reagdo de Pesez indicou fluorescéncia
verde-amarelada, sugerindo a presenca de um nucleo esteroide. Para a deteccdo de
desoxiacgucares, a reacdo de Keller-Kiliani resultou no desenvolvimento de um anel castanho-
avermelhado na zona de contato, além da formacao de coloracdo esverdeada na camada acética.
Ja a reacdo de Kedde apresentou coloracdo castanho-avermelhada, indicando um resultado
positivo. Por fim, a presenca de saponinas foi confirmada por meio da formacéo de espuma nos
tubos de ensaio contendo o extrato e agua, 0s quais foram agitados vigorosamente e deixados
em repouso para analise da formacéo de espuma. Estes resultados também estdo de acordo com
os encontrados por Cunha et al. (2021; 2024), que relataram o isolamento de uma série de
triterpenos pentaciclicos e saponinas triterpénicas, além de um esteroide de M. burchellii ,

indicando a presenca de terpenos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho indicam que, nas condi¢Bes experimentais estabelecidas, o
extrato das folhas de Miconia burchellii foi considerado atoxico para Artemia salina, uma vez
que a CLso foi superior & maior concentracdo testada, 1000 pg/mL. Esses resultados séo
encorajadores, sugerindo que as folhas de M. burchellii pode ser considerado para futuras
investigacOes e possiveis desenvolvimentos. Adicionalmente, os testes de prospeccao
fitoquimica revelaram a presenca de flavonoides, antraquinonas livres, cumarinas e taninos,
além de alcaloides e compostos terpénicos, demonstrando a complexidade quimica da amostra
analisada. Esses achados reforcam a importancia de analises quimicas detalhadas para a
caracterizacdo de compostos naturais, seus potenciais aplicacbes e que futuros estudos

explorem as atividades antioxidantes e antimicrobianas dos compostos identificados.
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