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RESUMO

Eugenia stipitata Mc Vaugh é uma espécie frutifera presente na regido
amazonica ocidental, que apresenta propriedades anti-hipertensivas e antidiabéticas,
além da presenca de substancias que atuam como antimicrobianos e antivirais, como
os flavondides. Assim, este trabalho teve como objetivo realizar estudo de avaliacao
microbiologica e angiogénica de extratos de Eugenia stipitata Mc Vaugh. A polpa do
fruto foi liofilizada, macerada e entdo feita a extragcdo com agua. Um microextrato
hidroalcoodlico foi feito para a obtencdo do perfil cromatografico. Microextratos
também foram preparados para as avaliacfes microbiologicas e angiogénica. Pela
analise do perfil fitoquimico por CCD, sugere-se a presenca de flavonoides,
compostos aromaticos e alcaldides. O extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh nas
concentragdes 1000ug/mL, 500pg/mL, 250ug/mL, 125ug/mL, 60ug/mL e 30ug/mL né&o
apresentou toxicidade frente a Artemia salina. O extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh
na concentracdo 1000ug/mL apresentou, frente & bactéria Salmonella enteritidis,
“inibicao fraca”, com <25%. Na avaliagcéo da atividade antiangiogénica, o extrato de
Eugenia stipitata Mc Vaugh na concentracdo 100ug/mL néo apresentou potencial
antiangiogénico nos vasos sanguineos da membrana corioalantdica do embrido de
ovos de galinha. Com este estudo foi possivel verificar o perfil cromatogréafico, a
atividade antimicrobiana, a toxicidade e atividade antiangiogenica desta espécie

frutifera.

Palavras-chave: Eugenia stipitata, Toxicidade, Antiangiogenese



ABSTRACT

Eugenia stipitata Mc Vaugh is a fruit species present in the western Amazon
region, which has antihypertensive and anti-diabetic properties, in addition to the
presence of substances that act as antimicrobials and antivirals, such as flavonoids.
Thus, this study aimed to carry out a study of microbiological and angiogenic evaluation
of extracts of Eugenia stipitata Mc Vaugh. The fruit pulp was lyophilized, macerated
and then extracted with water. The fruit pulp was lyophilized, macerated and then
extracted with water. A hydroalcoholic microextract was made to obtain the
chromatographic profile. Microextracts were also prepared for microbiological and
angiogenic evaluations. By analyzing the phytochemical profile using CCD, the
presence of flavonoids, aromatic compounds and alcloids is suggested. The Eugenia
stipitata Mc Vaugh extract at concentrations of 1000ug / mL, 500ug / mL, 250ug / mL,
125ug / mL, 60ug / mL and 30ug/mL did not present toxicity against Artemia salina.
The extract of Eugenia stipitata Mc Vaugh at a concentration of 1000ug / mL presented,
compared to the bacterium Salmonella enteritidis, “weak inhibition”, with <25%. In the
evaluation of antiangiogenic activity, Eugenia stipitata Mc Vaugh extract at 100pg / mL
concentration did not show antiangiogenic potential in the blood vessels of the
chorioallantoic membrane of the chicken egg embryo. With this study it was possible
to verify the chromatographic profile, antimicrobial activity, toxicity and antiangiogenic

activity of this fruit species.

Keywords: Eugenia stipitata, Toxicity, Antiangiogenesis.
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1 INTRODUCAO

Eugenia stipitata Mc Vaugh, conhecido como araca-boi, € um fruto nativo da
regido amazoénica ocidental. Este fruto é cultivado em varios paises, como Colémbia,
Peru, Bolivia, Equador e Brasil, que fazem parte daquela localidade. (CUELLAR et al.,
2013; KUMAR et al., 2016).

E um fruto utilizado para a fabricag&o de alimentos industrializados como sucos,
sorvetes, geleias e néctares por possuir gosto exoético e um aroma caracteristico. Seu
consumo in natura é baixo por ser um fruto muito azedo, o que o torna ideal para a
indastria de alimentos e com grande potencial econémico (BALDINI et al., 2017;
FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; KUMAR et al., 2016).

Estudos mostram que este fruto possui propriedades medicinais anti-
hipertensivas e potencial antidiabéticas, ou seja, pode ser considerado como planta
de uso medicinal (GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010; LIZCANO et al., 2010).

As plantas medicinais s&o empregadas para fins terapéuticos, e seu uso datam
desde a antiguidade. Atualmente, sua utilizacgdo é marcante em paises em
desenvolvimento. Geralmente, paises que utilizam plantas como forma de tratamento
séo compostos por populacdes carentes sem acesso a saude basica (BRASIL, 2006;
SOUZA; MELLO; LOPES, 2012).

Porém, muitas plantas sdo capazes de oferecer reacdes toxicas e efeitos
adversos para quem as consomem, e devem ser utilizadas com bastante cuidado,
pelo fato de terem suas acles toxicas desconhecidas, bem como sua correta
indicacdo terapéutica. Dessa forma, estudos feitos com plantas da medicina
tradicional trazem ao meio cientifico mais informacfes e esclarecimentos a respeito
destas (CARNEIRO et al., 2014).

Uma forma de testar a toxicidade de compostos isolados e de extratos de
plantas é por meio do bioensaio de Toxicidade frente a Artemia salina (TAS) e
atividade antiangiogénica. Simples, barato e muito eficiente, o bioensaio de
Toxicidade frente a Artemia salina € muito utilizado em laboratorios de fitoquimica por
apresentar essas vantagens. A angiogénese € a geracao de novos vasos sanguineos
oriundos de vasos sanguineos pré-existentes. Em casos de patologias como o cancer,
a angiogénese é a principal responsavel pela metastase, e sua inibicao € uma forma

de retardar o crescimento de tumores.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas Medicinais

Planta medicinal é definida pela ANVISA (BRASIL, 2010) como toda “espécie
vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdésitos terapéuticos”. E de acordo com
Gobbo-Neto e Lopes (2007), “desde o quarto século a.C. existem relatos de normas
para a coleta de plantas medicinais”. Logo, o uso de plantas medicinais para
reestabelecimento da salde € uma pratica muito antiga na humanidade.

Nos paises em desenvolvimento a medicina tradicional € muito presente, e
cerca de 80% da populacdo depende desse tipo de préatica para a atencao primaria,
sendo a utilizacdo de plantas ou a sua preparacdo de 85% dentre as técnicas
utilizadas, apesar da medicina moderna se encontrar no mundo num estado bem
avancado (BRASIL, 2006).

Isso se deve ao fato de muitas populacdes carentes ndo terem acesso basico
necessario a saude, como atendimentos hospitalares, exames e medicamentos, por
exemplo. Logo, a aquisi¢cdo facilitada somada ao conhecimento das tradicoes de
plantas medicinais tornam possivel e comum a utilizagdo destas neste tipo de
populacéo (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Mas, plantas medicinais podem carregar substancias com potencial agressivo
gue acarretam em reacdes toxicas e efeitos adversos, observados ao longo dos anos
por seu uso. Sabendo dessa informacgéo, a utilizagdo de plantas medicinais deve ser
feita com bastante cautela, respeitando os riscos de toxicidade (VEIGA; PINTO;
MACIEL, 2005).

Genotoxicidade e embriotoxicidade sado exemplos de acgbOes que plantas
medicinais podem apresentar, provocando ma formacdo fetal e até abortos.
Barbatimao (Stryphnodendron adstringens), arnica (Arnica montana), artemisia
(Artemisia vulgaris) e boldo (Plectranthus barbatus) sdo plantas com esses tipos de
caracteristicas (CARNEIRO et al., 2014).

Estudos apontam também que substancias como apiol, safrol, lignanas e
alcaloides pirrolizidinicos, sdo causadores de efeitos hepatotdxicos. Outros ainda com
acao toxica renal por substancias como saponinas e terpenos. Espécies vegetais ricas
em lactonas sesquiterpenicas, causam alguns tipos de dermatites. Acido oxalico,
nitrato e acido erucico, se fazem presentes em muitas plantas de uso comercial.

Estudos mostram varias substancias isoladas de vegetais vistos como medicinais
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apresentam agdo citotoxica ou genotoxicas e indicam sua relacdo com incidéncia
tumoral (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Sendo o Brasil o portador da maior biodiversidade da Terra, em torno de 15 a
20%, relacionado a diversidade ética e cultural, que possui vasto conhecimento
tradicional referente ao uso de plantas medicinais, tornando-se um forte aliado ao
meio cientifico para a realizacdo de pesquisas nas mais diversas formas (BRASIL,
2006).

A flora do Brasil € bastante diversificada, e muitos produtos sdo oriundos das
plantas brasileiras, onde se pode encontrar frutos com muito potencial econémico,
com sabores diversos e marcantes. As plantas nativas do Brasil vém ganhando
destaque no mundo a fora, principalmente pela introducéo de plantas e frutos exéticos,
sendo que muitos dele sdo oriundos da Amazénia (CUNHA, 2014; SANTOS et al.,
2017).

As plantas da Amazbnia chamam bastante atencdo dos pesquisadores e
produtores, devido as suas variedades de componentes que contem, onde muitos
podem ajudar a retardar o envelhecimento e como cicatrizante. Esses componentes
sdo bem vistos na industria cosmética, e atualmente vem crescendo mais. Com o
crescimento de produtos sustentaveis no mercado, a industria cosmética vem
inovando a cada ano em busca de alternativas que possibilitem menor agressao ao
meio ambiente. E isso requer medidas sustentaveis. Verificar a cadeia produtiva de
um produto é de extrema importancia, e acompanhar a origem das matérias-primas é
essencial para que produtos sejam fabricados da forma mais segura e ecoldgica
(GONCALVES; HENKES, 2016; MIGUEL, 2009).

2.2 Angiogénese

A angiogénese € um importante processo do organismo, isto €, tem como
funcdo a geracdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos ja
existentes. A formacdo desses novos vasos pode ocorrer de duas maneiras: por
divisdo ou por brotamento. Formacéo por divisdo decorre de excesso de tensdo de
cisalhamento microvascular em que um uUnico microvaso linear, torna-se em dois.
Quanto a angiogénese por brotamento, um novo vaso brota lateralmente de um vaso
pré-existente. (CHO et al., 2019; TAHERGORABI; KHAZAEI, 2012; WILLIAMS et al.,
2006)
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O surgimento de novos vasos tem um papel fundamental no processo
fisiologico, dessa forma ajuda no crescimento do tecido, cicatrizacao de feridas, na
atividade reprodutiva dos 6rgdos femininos que incluem a ovulacdo, desenvolvimento
folicular, a formar o corpo lateo, crescimento endometrial, assim como € primordial na
organogenese, desenvolvimento embrionério e fetal na fase avancada (CHO et al.,
2019; TAHERGORABI; KHAZAEI, 2012).

Quando o crescimento acelerado e desenfreado dos vasos sanguineos
acontece, gera um grande impacto na saude, contribuindo na patogenia de diversos
disturbios, visto que, a angiogénese é a responsavel pelo crescimento de tumores e
pela metastase das células cancerigenas, sendo ela a peca chave para a malignidade.
Além do cancer, a psoriase, a artrite, a cegueira sdo alguns exemplos de doencas
causadas pela angiogénese descontrolada, bem como 0s mais comuns como a
obesidade, aterosclerose, asma e doencas infecciosas (CARMELIET, 2003;
SARAVANAN et al., 2019).

Apesar de ser fisiologica e patoldgica a angiogénese € considerada terapéutica,
ou seja, € utilizada para tratamentos de doencas como cardiopatia isquémica, doenca
cerebrovascular e atraso na cicatrizacao de feridas por meio de agentes biolégicos e
materiais bioativos, uma vez gue, ativam o surgimento de novos vasos sanguineos.
Também é importante destacar que a inibicdo da angiogénese seria de grande valia

para tratamentos neoplasicos (ZYGMUNT et al., 2003).

2.2.1 Regulagdo Angiogénica

Segundo Zygmunt et al. (2003) a angiogénese “é regulada por uma mudanga
no equilibrio local entre fatores angiogénicos e seus inibidores”. Com efeito,
Saravanan et al. (2019) destacam que diversas moléculas de proteinas e radicais
livres ja foram identificados como ativadores e inibidores angiogénicos. Logo, o
desencadeamento e regulacdo da angiogénese acontecem devido a existéncia
desses diversos fatores.

Zygmunt et al. (2003) afirmam que citocinas, hormoénios, fatores de
crescimento, hipdxia, hipoglicemia, tensdo de cisalhamento, metaloproteinases da
matriz (MMPs) e inibidores de tecido (TIMPs), fibrina, células inflamatdrias, séo

exemplos de reguladores da angiogénese, poréem o VEGF (fator de crescimento
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endotelial vascular), o FGF e as angiopoietinas sdo considerados os reguladores
positivos angiogénicos de maior interesse.

Os vasos sanguineos séo constituidos de células endoteliais (CE) e estudos
feitos apontam o VEGF um dos fatores de grande importancia incluidos na
angiogénese, causando efeitos nas CE por meio de transmissfes entres essas
células, gerando assim a formacéo de novos vasos (CARMELIET, 2003; WILLIAMS
et al., 2006).

O VEGF (-A) é um dos cinco membros da familia dos VEGF, é um mitogénio
mais especifico para as CE. Os VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR / analogo murino
Flk-1) séo receptores especificos para VEGF presentes nas células endoteliais, e na
forma soltuvel no soro materno. O agente de acdes mitogénicas, anti-apoptoticas e
permeabilidade do VEGF é o VEGFR-2. J4 o VEGFR-1 é visto como um regulador
negativo das acoes do VEGF (ZYGMUNT et al., 2003).

2.3 Antiangiogénese
2.3.1 Inibidores da Angiogénese

Sendo a angiogénese fundamental para o crescimento solido do tumor, invasao
vascular e metastase, para o controle desta, existem dois jeitos: o por vias diretas e
outro por vias indiretas. A direta consiste em suprimir as etapas de proliferacao e
migragcdo de CE vasculares ao responderem as proteinas angiogénica, como o VEGF.
A indireta, no entanto, € modificacdo da expresséo de proteinas angiogénicas e suas
atividades, como regulacéo de CE (SARAVANAN et al., 2019).

A angiostatina e a trombospodina sé&o considerados os inibidores naturais mais
potentes da angiogénese. A angiostatina, que é um fragmento proteolitico do
plaminogenio, apresenta acdo antiproliferativa nas CE, e em estudos feitos em
camundongos se observou o efeito de suprimir o crescimento de tumores primarios.
Ja a trombospodina tem acao antiproliferativa nas células endoteliais e modula a
adesdo destas quando se encontra na forma sollvel. Também possui efeito
antiquimiostatico in vivo e in vitro. No entanto, sua forma ligada exibe respostas
angiogénicas (ZYGMUNT et al., 2003).

De acordo com Zygmunt et al., (2003), “varias técnicas in vivo e in vitro foram
desenvolvidas para estudar e quantificar com seguranga a resposta angiogénica”,

sabendo que a angiogénese esta relacionada com processos fisioldégicos e
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patolégicos. Dentre os métodos utilizados, os de maior importancia estdo: método
microcirdrgico de bolsa corneana, ensaio de membrana carioanlantdica de ovos
embrionados, ensaio de angiogénese para implantacdo de disco subcutaneo, ensaio
de angiogénese mesentérica-janela, e ensaio de angiogénese in vitro.

As terapias para o cancer buscam atingir os vasos sanguineos dos tumores,
pelo fato de apresentarem variabilidade genética. Sabendo disso, o ensaio in vivo da
membrana carioalantdica é bastante utilizado, pois é preciso e econémico e tem a
capacidade de testar os efeitos antiangiogénicos de compostos isolados e extratos de
plantas, oferecendo também informacgdes sobre a eficdcia das amostras, bem como a
toxicidade (SARAVANAN et al., 2019).

2.4 Eugenia stipitata Mc Vaugh

Eugenia stipitata Mc Vaugh é o nome cientifico do araca-boi, este que ¢ um
fruto nativo da regido amazobnica ocidental, cultivado em diversos paises desta
importante localidade como Peru, Coldmbia, Bolivia, Equador e Brasil (CUELLAR et
al., 2013; KUMAR et al., 2016).

Segundo Falcéo et al., (2000), € uma espécie semi-domesticada na Amaz6nia
ocidental e € pouco conhecida na Amazonia brasileira e de acordo com Calvi et al.,
(2017), ocorre ao longo do Rio Amazonas. Também encontrada no Mato Grosso e
Bahia, mas sem exploracdo comercial (VIANA et al., 2012)

Eugenia stipitata Mc Vaugh é caracterizado como um arbusto médio a grande,
apresentando muitas ramificagbes, podendo chegar a 4 metros de altura (CALVI et
al., 2017; FALCAO et al., 1988, 2000).

Pertencente a familia Myrtaceae, o fruto é esférico pesando até 420g com
aproximadamente 12cm de diametro e sendo sua coloracdo amarelo canario. Sua
casca é delicada, contendo uma espessura em torno de 1mm. O araca-boi tem um
sabor acido, possuindo a polpa branca amarelada, apresenta de 6 a 15 sementes
(AGUIAR, 1983; BALDINI et al., 2017; FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; KUMAR et al.,
2016).

A Eugenia stipitata Mc Vaugh tem importancia na area industrial, gerando
grande potencial para a economia. Seu gosto exoético, aroma caracteristico, sua
suculéncia, porcentagem elevada de polpa, e como ndo € comum ser consumido por

ser um fruto muito azedo, torna-se ideal para ser utilizado na industria para a
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fabricagdo de sucos, sorvetes, geleias, néctares (BALDINI et al., 2017; FRANCO;
SHIBAMOTO, 2000; KUMAR et al., 2016).

Contém ainda, propriedades medicinais como anti-hipertensivo (LIZCANO et
al., 2010), bem como potencial anti-diabético pela presenca de substancias que
capazes de provocar a alta inibicdo da a-glucosidase (GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010). Em um estudo feito por Alvarez et al., (2018) revelou que as
sementes deste fruto podem ser usadas como complemento alimentar.

No Brasil, a familia Myrtaceae contém cerca de 23 géneros e mil espécies
(ROMAGNOLO; DE SOUZA, 2006; STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016), e é a
familia que representa, da melhor forma, as diversas formacfes vegetacionais desse
pais (ARAGAO; CONCEICAO, 2008; ROMAGNOLO; SOUZA, 2004).

Quanto a géneros, o género Eugenia € o mais abundante que a familia
Myrtaceae apresenta. Contém aproximadamente 1000 espécies, porém outros
estudos o apresentam como contendo 5000 espécies, aproximadamente, sendo que
400 dessas espécies se encontram no Brasil, que sao distribuidas por todo o pais. As
espécies deste género possuem grande potencial econémico e farmacologico. Além
de diversas publicacBes cientificas, percebe-se que had uma grande exploracao
comercial de seus frutos comestiveis, da madeira, dos 0leos essenciais e até usadas
como plantas ornamentais (SARDI et al., 2017; VELOSO, 2016).

2.5 Fitoquimica da Planta

Segundo Sardi et al., (2017) os efeitos avaliados no género Eugenia spp. em
varios estudos incluem anti-inflamatoério, antibacteriano, citotoxicos, antioxidantes,
antitumorais, antivirais, tripanocidas, hipoglicemicos e liberadores de insulina, o que
torna essa informacao importante para dos estudos com Eugenia stipitata Mc Vaugh.

Do ponto de vista fitoquimico, possuem quantidades significativas, como acidos
organicos, aguUcares, vitaminas, polissacarideos, polifendis e minerais; geralmente
sdo uma baga, e contém caracteristicas e propriedades importantes que tornam esta
familia fortes concorrentes para a comercializacdo em escala industrial ou nao
(FARIAS et al., 2020)

Para as espécies do género Eugenia, o perfil fitoquimico é bastante amplo e os
compostos podem variar de espécie para espécie. H4 presenca de compostos

fendlicos, flavonoides, leucociantocianidina (polifenol pertencente a classe dos
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bioflavonoides), esteroides, triterpenos, acidos graxos, B-pineno, limoneno, cineol,
pulegona, canfora e compostos sesquiterpénicos, sendo de grande importancia para
a medicina, como os flavonoides, que contém propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, possui efeito vaso dilatador, acdo antialérgica, atividade antitumorais,
antiulcerogénica, a¢do antimicrobianas e antivirais. Ja os triterpenos apresentam acao
anti-fertilizante e anti-hiperglicémica (VELOSO, 2016).

Segundo Baldini et al., (2017), as propriedades biolégica e a composicao
guimica da Eugenia stipitata Mc Vaugh apresentam compostos volateis, compostos
soluveis em &gua, fibras, vitamina C, além de apresentarem carotendides como
luteina, zeaxantina, a-caroteno e B-caroteno (GARZON et al., 2012).

Possui altos teores de flavonoides como miricetina, quercetina e kaempfero em
polpa fresca; compostos fenolicos como é&cido galico, acidos fendlicos, celulose
hexosideo de &cido vanilico, pentosideo de acido metil elagico, hexosideo de &cido
metil elagico (ARAUJO et al., 2019). A presenca de altos teores de derivados de
quercetina glicosilada tem uma acao antidiabética devido a inibicado das enzimas a-
glucosidase e a-amilase. Estudos com este fruto mostram atividades antimutagenicas
e antigenotoxica (BALDINI et al., 2017; NERI-NUMA et al., 2013).

2.6 Antibiéticos

Classificadas como procariontes e unicelulares, por serem microorganismos
constituidos de uma unica célula e ndo apresentarem nucleo que envolva seu material
genético, as bactérias sdo responsaveis pela maior parte de doencas infecciosas
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Estas possuem parede celular, que se caracteriza pela presenca de
peptideoglicanos em todas as formas de bactérias, com excecdo da bactéria
Mycoplasma; a membrana plasmatica, que se localiza apos a parede celular, tem a
funcdo de permeabilidade seletiva oferecendo transporte especificos para diversos
nutrientes. A auséncia de esterdis na membrana plasmatica das bactérias pode alterar
0 acesso de componentes quimicos no interior da célula (RANG et al., 2016).

Para a diferenciar a estrutura de uma bactéria é utilizada a técnica de Gram,
gue consiste na aplicacéo de coloracao as bactérias. Dependendo da cor apresentada
pela célula, estas podem ser classificadas como Gram-positivas ou Gram-negativas.

Nos organismos Gram-positivos, a parede celular é considerada simples, quando
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comparadas aos Gram-negativos, pelo fato de estes apresentarem parede celular
mais complexa. Essa complexidade é uma das razbes que confere resisténcia a
antibacterianos e dificil penetracéo de antibiéticos (RANG et al., 2016).

Os estudos com antimicrobianos surgiram apds a descoberta de Alexandre
Fleming, em 1928, quando observou que uma placa com colénias bacterianas sofreu
contaminacdo fungica, e que ao redor do fungo havia inibicdo do crescimento
bacteriano. Com seus estudos posteriores, ao isolar o fungo, notou-se que este era
capaz de produzir um componente antibacteriano, o qual se deu o nome de penicilina,
devido ao género do fungo: Penicillium (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010;
RANG et al., 2016).

Utilizados para inibicdo de crescimento (bacteriostatico) ou morte (bactericida)
de fungos e bactérias, os antibiéticos sdo provenientes de compostos naturais ou
sintéticos. (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os antimicrobianos foram importantes na reducdo de coeficientes de
morbidade e mortalidade apds serem inseridos a medicina moderna. E os antibiéticos
representam o grupo de farmacos que tém bastante influéncia na saude das
populagdes (BRASIL, 2010).

Com o passar do tempo, muitas bactérias causadoras de doencas foram
capazes de desenvolver resisténcia aos antibacterianos, sendo considerado um dos
problemas de saude mais significativo, causado principalmente pelo uso
indiscriminado desses agentes. Desta forma, os estudos da a¢do de novos agentes
combatentes de infec¢des sdo de extrema importancia para este cenario (COSTA et
al., 2008).

2.7 Toxicidade

As plantas tém a capacidade de produzir diversas substancias quimicas, dentre
elas substancias toxicas que podem ser danosas para quem as consomem. Aquelas
acabam sendo utilizadas para fins terapéuticos pelas popula¢cdes que ndo possuem
acesso a produtos industrializados (CAMPOS et al., 2016).

O uso de plantas como forma terapéutica € mais recomendado quando ja existe
conhecimento sobre ela, caso contrario, o risco de intoxicacdo por espécies

desconhecidas € maior. Os metabdlitos secundarios, presentes em plantas toxicas
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com forma de protecdo, através das vias respiratorias por exemplo, podem causar
patologias, distirbios no organismo e até provocar morte (CAMPOS et al., 2016).
Dessa forma, o presente trabalho buscou estudar nos extratos da espécie
Eugenia stititata Mc Vaugh a sua acao toxicolégica, antiangiogénica, através
bioensaio de Toxicidade frente a Artemia salina, ensaio da Membrana Corioalantoica
de ovos embrionados, respectivamente; sua atividade antibacteriana e estudo do perfil

cromatografico por meio da cromatografia de camada delgada.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Realizar avaliagdo microbioldgica, toxicologica e angiogénica do fruto de
Eugenia stipitata Mc Vaugh.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar o perfil cromatografico do extrato aquoso de Eugenia stipitata Mc
Vaugh;

e Avaliar a toxicidade de extratos de Eugenia stipitata Mc Vaugh frente a
Artemia salina;

e Avaliar a Atividade Antibacteriana de extratos de Eugenia stipitata Mc
Vaugh em culturas bacterianas;

e Avaliar o potencial antiangiogénico de extratos de Eugenia stipitata Mc

Vaugh em ovos embrionados de galinha.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia — INPA. Para realiza-lo, foram utilizados extratos de Araca-boi (Eugenia
stipitata Mc Vaugh). Os ensaios empregados neste estudo foram: ensaio de toxicidade
frente a Artemia salina, verificacdo do perfil cromatografico, atividade antibacteriana e

atividade antiangiogénica.

4.1 Higienizacao dos Frutos

Os frutos selecionados foram lavados em agua corrente, e sanitizados com
solugéo de hipoclorito por 15 minutos. Apds o procedimento de lavagem, os frutos
foram despolpados manualmente, pesados e submetidos a congelamento em freezer
por 48h, na temperatura de 18°C.

A polpa congelada passou pelo processo de liofilizacdo a temperatura de -40°C
por aproximadamente 65h. Feita a liofilizagc&o, realizou-se a maceragdo da polpa
utilizando grau e pistilo para se obter um p0, para posterior obtencdo do extrato. Foi
realizada a extracdo com agua para se obter um extrato aquoso.

Primeira passagem: utilizou-se agua em um Erlenmeyer, jA com a amostra
liofilizada, até que ficasse submersa. Apos esse procedimento, foi levado para o
ultrassom por vinte minutos. Apds os vinte minutos foi feita a filtracdo, usando um
erlenmeyer, funil e papel de filtro. Repetiu-se por mais duas vezes. Foi realizado, ao

todo, 3x 0 mesmo procedimento para obter o microextrato.

4.2 Destilacéo de Solventes

Os solventes utilizados durante todo o trabalho foram obtidos através da
destilacdo fracionada, que € um método responsavel pela separacdo de solventes
com pontos de ebulicdo proximos. Este procedimento ocorreu no Laboratorio de
Bioprospeccao e Biotecnologia do INPA.

Para a montagem do sistema de destilacdo fracionada foram utilizados os
seguintes materiais: manta aquecedora, baldo de destilagéo de findo redondo, coluna
vidreaux, termémetro, condensador, baldo receptor, garras, grade, cabeca de
destilacéo (), e pérolas de vidro.

Apoés o preparo do sistema o liquido a ser destilado foi posto no baldo de

destilacdo. Verificou-se 0 encaixe das pecas, e s6 entdo o sistema foi ligado. O
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primeiro equipamento a ser ligado foi o banho-maria, para o resfriamento do sistema
através do condensador. Aproximadamente 20 minutos depois a manta aquecedora
foi ligada, comecando a destilacdo do solvente.

Esse procedimento foi seguido para ambos os solventes, diferenciando
somente a temperatura da manta aquecedora, uma vez que o ponto de ebulicdo do

solvente Metanol é de 64,7°C e do solvente Acetato de Etila é de 77,1°C.

4.3 Ensaio Toxicol4gicos
4.3.1 Artemiasalina

Para testes toxicologicos podem ser utilizados varios métodos com objetivo de
ajudar a avaliar ou prever os efeitos toxicos de substancias bioativas submetidas a
estudos. Desde a década de 90 o ensaio de letalidade feito com larvas de Artemia
salina se popularizou e foi introduzido no meio cientifico devido suas vantagens
(LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006; LIMA et al., 2009).

O teste de toxicidade de Artemia salina (TAS) € um método que possui
sensibilidade a substancias téxicas, e passou a ser utilizado como alternativa para
deteccao de toxicidade (LIMA et al., 2011).

E um bioensaio de baixo custo, possui rapidez, facil manipulag&o laboratorial,
nao exige técnicas assépticas. Por essas razdes a TAS passou a ser utilizada na rotina
dos laboratdrios fitoquimicos, pela sua simplicidade (SIQUEIRA et al., 1998)

A Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca. Os
cistos sdo de baixo custo, encontrados com facilidade no comércio, permanecem
viadveis por anos em estado seco. Este microcrustaceo ja foi utilizado anteriormente
em diversos sistemas de bioensaio (LIMA et al., 2009; MEYER; FERRIGNI; PUTNAM,
1982)

Para o preparo das solucdes das amostras foi utilizado 10mg de extrato
solubilizados em DMSO (dimetilsulféxido) a 10%, ou seja, DMSO 10%= 100uL DMSO
+ 900uL de agua destilada totalizando 1mL. Seguindo a ordem para a solubilizacgéo,
a amostra do extrato aquoso bruto de Eugenia stipitata Mc Vaugh foi colocada em um
eppendorf, acrescentando-se entdo o DMSO para solubilizar a amostra. Adicionou-se
a agua destilada e logo em seguida foi colocado no banho ultrassénico.

Para a ocluséo das larvas, foi preparado uma solu¢cdo com sal marinho na

concentracdo de 19g/500mL usando agua destilada, na qual foram colocados 10mg
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de artemia para cada %: litros de agua. Apés 48h em aeracéo e iluminacao se observou
a eclosao das larvas.

Em uma placa com 24 pocos foram colocadas 10 larvas de Artemia salina
juntamente com a solugdo salina preparada e o microextrato bruto em seis
concentragcbes distintas (30pg/mL 60pg/mL, 125ug/mL, 250ug/mL, 500pg/mL,
1000ug/mL), em triplicata a ser testado.

Para o controle negativo utilizou-se o DMSO, enquanto para o controle positivo
somente a agua salinizada.

As larvas foram mantidas sob luz fluorescente durante 24h. Apds esse tempo
foi feita a contagem das larvas vivas e mortas em todos os pocos. Para o célculo de
Concentracgéao Letal 50% (CLso), utilizando-se o Softwere PRISMA.

4.4 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A cromatografia € uma técnica muito utilizada na fisico-quimica como um
método de separacdo. Baseia-se na migracdo de componentes quimicos em uma
mistura, devido as interacdes entre as fases mdvel e estacionaria, sendo estes
imisciveis. A cromatografia teve um grande avanco a partir da década de 30, quando
foi redescoberta, e serve para a identificagcdo de composto, comparacéo de padroes
previamente existentes, separacdo de componentes de uma mistura. Ha diferentes
formas de cromatografia, das mais simples as mais sofisticadas tecnologias para
aplicacao em diversas areas da ciéncia (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A cromatografia empregada neste estudo foi a CCD, sendo uma técnica de
adsorcao liquido-sdlido, em que a separacao esta relacionada a diferenca afinidade
de substancias da amostra pela fase estacionaria. O mais importante da CCD é o fator
de retencao (Rf), razdo entre a distancia percorrida pela substancia analisada e a
distancia percorrida pela fase movel (Equacéo 1). Os valores 0,4 e 0,6 sao os valores
de referéncia para o Rf (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Equacédo 1 Fator de Retengéo
d
Ri= —
am
As amostras dos extratos de Eugenia stipitata Mc Vaugh passaram por analise

em CCD, usando placas de silica-gel com fase estacionaria. O extrato de Eugenia

stipitata Mc Vaugh a ser utilizado foi preparado solubilizando uma pequena parte do
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extrato bruto em duas gotas de metanol e duas gotas de agua (extrato hidroalcolico).
Como fase movel, utilizou-se uma mistura de solventes nas seguintes proporcoes,
para eluicdo da amostra:

e Acetato de Etila/ Metanol/ Agua (8:2:3gotas)

e DCM/Metanol/Agua (7:3:3gotas)

e Metanol/Agua (1:1)

Apoés a preparacdo, com o auxilio de um capilar de vidro, foi realizada a
transferéncia amostra para a placa cromatografica. Em seguida, as placas foram
observadas em lampada 365nm e reveladas utilizando reveladores NP/PEG
(difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol), Cloreto Férrico (FeCl3), Dragendorff.

Revelador NP/PEG indica a presenca de flavonoides, sendo intensificado ao
visualizar em lampada no A 365nm, apds a aplicacdo do deste revelador. Os
compostos arométicos podem ser observados apds ser aplicado o revelador Cloreto
Férrico. Para a verificar a presenca de alcal6ides no extrato de araca-boi, foi utilizado

o revelador Dragendorff.

4.5 Ensaio microbiologico
4.5.1 Avaliacao Antibacteriana
45.1.1 Microorganismos

Na avaliacao antibacteriana foram utilizados os seguintes isolados bacterianos:
Staphylococus aureus, Aeromonas hydrophilas, Serratia marcecens, P. aeruginosa,
Citrobacter freudii, Klebsiella pneumoniae, Edwardsiella tarda, P. flourescens, E. coli,

Salmonela enteritidis.

45.1.2 Preparacao dos Meios de Cultura

Foi utilizado 11,5g de meio de cultura Mueller Hinton [Typical Formula (g/L)
Meat Extract 2,0/ Casamino Acids 17,5/ Starch 1,5/ Agar 1,5/ pH 7,3 a 25°C Marca:
KASVI].

Este meio foi solubilizado em 500mL de agua destilada em 2min30seg no
micro-ondas, que foi esterilizado juntamente com outros materiais a serem utilizados

em autoclave a 121°C por 15min.
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4.5.1.3 Preparo das Amostras

Para o preparo das amostras foram utilizadas 10mg do extrato aquoso de
Eugenia stipitata Mc Vaugh. Logo apés, foi realizada a solubilizagdo em 250uL de

DMSO com o auxilio do ultrassom.

4.5.1.4 Ativagdo das Bactérias

Para a ativagdo das microorganismos, utilizou-se 5mL de meio de cultura
Mueller Hinton, mais 100uL do microorganismo a ser testado em cada tubo de ensaio,
ou seja, 10 tubos com meio de cultura para as diferentes bactérias. Este procedimento
ocorreu dentro de um fluxo continuo em luz branca.

Os tubos de ensaio foram incubados em aerobiose por um periodo de 18h de

30 a 37°C, apos incubacao foi feita a verificacdo por meio de leitura.

4.6 Atividade Antiangiogénica
4.6.1 Ensaio da Membrana Corioalantdica (CAM)

O modelo experimental a ser utilizado € o da Membrana Corioanlatoica de ovos
embrionados. E um método alternativo viavel para minimizar o sofrimento de animais.
Consiste na incubacdo dos ovos até sua fase embrionéria, e depois uma janela é
aberta para o implante de um disco de metilcelulose, com o composto a ser estudado.

A metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade antiangiogénica dos
extratos esta de acordo com o que foi descrito pelos autores Nguyen, Shing e Folkman
(1994).

Para a realizacdo da avaliacdo da atividade antiangiogénica, foram utilizados
neste teste, ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus. Os ovos foram colocados,
na posi¢cdo horizontal, em uma incubadora automatica e digital Chocmaster® a
temperatura de 37°C e sob umidade relativa do ar a 33%.

Ao passar 48h da incubacao (idade embrionéria E2), abriu-se uma janela com
cerca de 5mm de didmetro na casca dos ovos, na area onde a camara de ar se
encontra no ovo, para que entdo fosse retirada uma quantidade de 5mL da clara com
o intuito de evitar a aderéncia dos embriGes nas membranas ovulares. E também, fez-
se uma nova janela com aproximadamente 15mm foi aberta na regido da membrana

corioalantéica dos ovos.
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As janelas foram vedadas com fita adesiva e isolante para a diminuicdo da
perda de umidade. Feito isto, deu-se continuidade a incubacéo, por 72h até chegarem
a fase embrionaria de 6 dias (E6). Nessa fase, os ovos foram abertos e entdo ocorreu
a implantagdo dos discos de metilcelulose adsorvidos com os compostos para o
estudo, no terco externo da membrana corioalantdica.

As aberturas usadas para a implantacdo do disco foram fechadas para
continuar a incubacéao por 48h até que fossem alcancados 8 dias (E8) de experimento.
Ao término do experimento a atividade antiangiogénica foi avaliada, utilizando-se uma
camera fotografica para o registro dos ovos. As imagens foram utilizadas para a
contagem dos vasos sanguineos interceptados e vasos sanguineos presentes, em
uma area de 0,9cm. Os resultados foram expressos como percentual de vasos *

desvio-padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaio Toxicolégico
5.1.1 Artemiasalina

Para este estudo, foram utilizadas as seguintes concentragdes de extrato
aquoso de Eugenia stipitata Mc Vaugh: 30ug/mL, 60ug/mL, 125ug/mL, 250ug/mL,
500ug/mL, 1000ug/mL.

Apos 24 horas de exposicao, foi realizada a contagem das Artemias salinas
vivas e mortas nos 24 pocos da placa.

Neste ensaio foi possivel observar que em todas as concentracfes testadas:
1000ug/mL, 500pg/mL, 250ug/mL, 125ug/mL, 60ug/mL e 30ug/mL, obteve-se 100%
de viabilidade de Artemias salinas nos 3 pocos de cada concentracao analisada. Com
iISso, sugere-se que Eugenia stipitata Mc Vaugh néo apresenta toxicidade frente a
Artemias salinas, como pode ser observado na Tabela 1.

Em um estudo feito foram considerados os seguintes parametros para TAS:
baixa toxicidade (CLso >500 pg/mL), toxicidade moderada (CLso entre 100 a 500
Hg/mL), e muito toxica quando CLso < 100ug/mL) (MEYER; FERRIGNI; PUTNAM,
1982).

Tabela 1 Toxicidade do extrato aquoso de
Eugenia stipitata Mc Vaugh frente a Artemia
salina ap6s 24h de exposicao.

Concentragdes Toxicidade
1000pg/mL >
500ug/mL -
250ug/mL -
125pg/mL .
60ug/mL -
30ug/mL =

- =concentragdes ndo apresentaram
citotoxicidade frente a Artemia salina.

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2 Ensaio Microbiolbgico
5.2.1 Atividade Antimicrobiana

O uso irracional de antimicrobrianos se tornou uma pratica comum, e isso tem
ocasionado um crescimento acelerado da resisténcia e propagacdo de agentes
fungicos e bacterianos, causando sérios problemas de saude. As plantas possuem
uma variedade de componentes quimicos capazes de promover atividade bioldgica,
estes por sua vez, sdo utilizados no desenvolvimento de farmacos, sendo necessério
na busca de novos agentes antimicrobianos (SOUZA et al., 2014).

Na avaliacdo da atividade antibacteriana, como mostra a tabela 2, observou-se
gue o extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh nédo apresentou atividade antimicrobiana
em alguns dos microorganismos testados, exceto frente a bactéria Salmonella
enteritidis onde foi percebido “inibi¢ao fraca”, com <25%.

Pertencente a familia das Enterobacteriaceae, a bactéria Salmonella enteriditis
é classificada como Gram-negativa. Causador de infeccao alimentar, este patdégeno,
em casos raros, pode ocasionar infec¢cdes severas nos seres humanos, bem como
provocar morte (RANG et al., 2016; BRASIL, 2020).

Tabela 2 Atividade Antimicrobiana do extrato de Eugenia
stipitata Mc Vaugh

Inibic&o do extrato
Eugenia stipitata Mc
Microorganismos Vaugh na
concentracao de
1000ug/ml
Staphylococcus aureus -
Aeromonas hydrophila -
Serratia marcescens -
Pseudomonas aeruginosa -
Citrobacter freundii -
Klebsiella pneumoniae -
Edwardsiella tarda -
Pseudomonas fluorescens -
Echerichia coli -
Salmonella Enteritidis w

X =com inibicdo do crescimento microbiano; w
= inibi¢éo fraca <25%; wM = inibicdo media
entre 49 e 35%; - =sem inibicdo do

crescimento microbiano.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Segundo Souza et al., 2014, dleos essenciais, extratos e compostos isolados,
tém capacidade de inibicdo e retardamento do crescimento microbiano, devido a
presenca de metabolitos secundéario, como alcaldides e compostos fendlicos. No
presente estudo, na verificagdo do perfil cromatogréafico, sugere-se a presenca destas
substancias na planta estuda.

A inibicdo do crescimento da bactéria mesmo sendo fraca, pode ser
proveniente das acdes de compostos, como descrito acima. O mais relevante neste
estudo, foi o resultado frente a uma bactéria gram-negativa, pelo fato desta apresentar
parede celular considerada complexa. Para mais detalhes sobre os componentes que

originaram este efeito, seria interessante estudos mais avancados.

5.3 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Neste estudo, na abordagem fitoquimica dos perfis cromatograficos, ndo foram
obtidas as separa¢des de compostos, como mostram as Figuras 1, 2 e 3. Para melhor
observacdo, sugere-se que houve retencdo das amostras adsorvidas na fase
estacionaria (soélida).

Geralmente, as fases estacionarias mais empregadas neste tipo de
cromatografia sdo altamente polares. Segundo Degani, Cass e Vieira (1998) ndo é
recomendado o0 uso de solventes pouco polares, pois isso afeta na remocdo dos
compostos do local em que foi aplicado. O uso de solventes muito polares para fases
moveis também ndo devem ser usados, pois de acordo com 0s mesmos autores,
fazem com que compostos sejam arrastados até a extremidade superior da placa,
ocorrendo a nao serao separados.

Observando a Tabela 3, podem-se verificar as reacfes obtidas pelos
reveladores utilizados. O extrato hidroalcoolico (MeOH/Agua 1:1) eluido com fase
movel Acetato de Etila/Metanol/Agua 8:2:3gotas (Amostra 1) e fase movel
DCM/Metanol/Agua 7:3:3gotas (Amostra 2) ao serem revelados com NP/PEG
(Difenilboriloxietilamina/ Polietilenoglicol), sugere-se a presenca de flavondides, ja que
foi observada intensidade na fluorescéncia mesmo sendo pequena, apés a aplicacéo
do revelador, como se pode verificar na Figura 1 e Figura 2. Flavondides sado

compostos da classe dos compostos arométicos, tem ag¢do na diminuicdo da
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permeabilidade capilar, acdo vasoprotetora, anti-inflamatéria e € um antioxidante
natural (SOUZA; MELLO; LOPES, 2012)

Em seguida, ao revelar utilizando Cloreto Férrico, observaram-se manchas
escuras nas amostras 1 e 2, inclusive na amostra 3, cujo extrato hidroalcodlico foi
eluido com Metanol/Agua 1:1, indicando possiveis presenca de compostos
aromaticos/fendlicos. Estes compostos sdo encontrados em varias espécies vegetais,
conferindo-lhes sabor, odor e coloracdo. Para estes compostos, atribui-lhes atividade
antibacteriana e antiviral, de ésteres de acido caféico (HYACIENTH; SUSAN;
ALMEIDA, 2015)

Logo apds, foi realizada a revelagcdo com o reagente Dragendorff, cuja reacao
sugeriu possiveis presencas de compostos alcaldides apenas na amostra 2
(DCM/Metanol/Agua 7:3:3gotas), onde se observou manchas alaranjadas. Os
alcaloides sdo metabdlitos secundérios, e possuem vérias propriedades, as quais
podem ser antifingicas, antibacteriana (HYACIENTH; SUSAN; ALMEIDA, 2015).

Tabela 3 Resultado das rea¢fes obtidas pelos reveladores

Amostras

Grupo Quimico Reveladores 1 2
Flavondides NP/PEG X X
Arométicos Cloreto Férrico X X

Alcaléides Dragendorff X

Legenda: 1= Acetato de Etila/ Metanol/ Agua; 2= DCM/Metanol/Agua; e 3= Metanol/Agua.
X= Reacdes positivas. - = Sem reacéo observada.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 1 Acetato de Etila/ Metanol/ Agua (8:2:3gotas)
antes e depois das rea¢Bes. Fonte: proprias do autor.
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Figura 2 DCM/Metanol/Agua (7:3:3gotas) antes e depois das
reacoes. Fonte: proprias do autor.

Figura 3 Metanol/Agua (1:1).
Fonte: propria do autor.

5.4 Atividade Antiangiogénica
5.4.1 Ensaio da Membrana Corioalantéica (CAM)

Representado pela Figura 4, o ensaio nos possibilita verificar a atividade
antiangiogénica, ou seja, a inibicdo do surgimento de novos vasos sanguineos por
meio de vasos pré-existentes. Com 8 dias de idade (E8), pode-se observar que, 0
extrato aquoso na concentracdo de 100ug/mL estudada neste ensaio, a qual foi
depositada no disco de metilcelulose (identificado pela seta), ndo foi capaz de exercer
potencial antiangiogénico nos vasos sanguineos do embrido, isto significa que,
mantiveram-se 100% dos vasos sanguineos em comparacdo ao controle negativo,
n&o ocorrendo, no entanto, inibigcdo da vascularizagdo na membrana corioalantoica do
embrido.

Devido a auséncia de atividade antiangiogénica neste ensaio, propde-se que 0
extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh, na Unica concentracdo estudada, néo
apresente substancias que sejam capazes de inibir a expressao de VEGF. Outra
hipotese é a presenca de flavonoides, um composto aromatico que tem capacidade

de diminuir a permeabilidade capilar.
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Figura 4 Ensaio da Membrana Corioalantoéica (CAM).

Atividade Antiangiogénica apresentada pelo Extrato. As imagens A e B
mostram que o extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh nao foi capaz de inibir e nem
aumentar a formacéao de vasos sanguineos. A imagem C exp0e o efeito do tratamento
guando comparado ao Controle Negativo (CN).

Para obtencdo de resultados positivos em relacdo a atividade antiangiogénica
de extratos de Eugenia stipitata MC Vaugh, sugere-se estudos futuros deste ensaio,
utilizando-se outras concentragoes.
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6 CONCLUSAO

Os estudos fitoquimicos realizados com o extrato hidroalcodlico, apontaram
possiveis presencas de compostos aromaticos, flavonoides e alcaloides, substancias
gue estao relacionadas as atividades antimicrobianas e antivirais.

Considerando os estudos aos quais os extratos de Eugenia stipitata Mc Vaugh
foram submetidos, na avaliagdo toxicoldgica frente a Artemia salina o extrato néo foi
capaz de causar toxicidade nos microcrustdceos com as concentragdes as quais
foram expostas, podendo o extrato ser atdxico ou pouco toxico.

No estudo da atividade antibacteriana, o extrato de Eugenia stipitata Mc Vaugh
demonstrou fraca inibicdo frente a bactéria gram-negativa Salmonella enteriditis,
possibilitando mais pesquisas, sugerindo-se a utilizacdo do extrato em outras
concentragoes.

Quanto ao Ensaio da Membrana Corioalantéica (CAM), o extrato de Eugenia
stipitata Mc Vaugh, utilizado n&o demonstrou atividade antiangiogénica na
concentracdo de 100ug/mL. Sendo assim, recomenda-se também o estudo do extrato
dessa espécie em diversas concentragoes.

Com estes resultados, estudos futuros podem ser realizados de modo que se
obtenha mais dados sobre a resposta antibacteriana apresentada neste estudo, bem
como sobre toxicidade e antiangiogénese da espécie Eugenia stipitata Mc Vaugh. A
possibilidade de isolamento de substancias ndo pode ser descartada para essa
espécie frutifera. Sua utilizacdo na cosmetologia também é valida, visando a
fabricacdo de perfumes, cremes, sabonetes, dentre outros produtos naturais, por se
apresentar atoéxico e ndo demonstrar atividade antiangiogénica nas concentracées

estudas.
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